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 Kurzreferat  
Kurzreferat 
 
Nanopartikel basierte colorimetrische Assays bieten vielfältige Anwendungsmöglichkeiten 
vom Nachweis ionischer oder molekularer Spezies bis hin zu komplexen Strukturen, wie zum 
Beispiel Zellen oder Bakterien. Trotz der großen Anzahl von Anwendungsbeispielen in der 
Literatur gibt es nur sehr wenige Beispiele für den Fall, wenn Analyt und Sensorpartikel etwa 
gleich groß sind. Jedoch nimmt das Interesse an dem Nachweis solcher Analyten, wie zum 
Beispiel von Viren, in der Bioverfahrenstechnik, der Umwelttechnik und Medizin stetig zu. 
In der Dissertation wird anhand von drei unterschiedlichen Anwendungsbeispielen die 
lückenlose Anwendbarkeit des Nanopartikel basierten colorimetrischen Sensorprinzips für 
verschiedene Analyten aus dem gesamten interessierenden Größenspektrum nachgewiesen. 
Für die Detektion von Ionen bzw. Ionenkomplexen ist mit der Funktionalisierung der 
Goldnanopartikel mit bakteriellen Zellhüllenproteinen ein spezifisches Nachweisverfahren für 
spezielle Ionenkomplexe entwickelt worden. Erste Ergebnisse zum Nachweis von toxischen 
Arsen(V)-Komplexen in wässriger Lösung belegen das enorme Potential. Als 
Nachweisgrenze konnten Werte im Bereich herkömmlicher sensitiver Messverfahren ermittelt 
werden. 
Durch Untersuchung der Wechselwirkung von Au- und AuxAg1-x–Nanopartikeln mit 
dendritischen Polymerstrukturen mit Abmessungen im Größenbereich zwischen 2 und 5 nm 
konnten tiefere Einblicke in das Aggregationsverhalten der Partikel bei der Ausbildung 
größerer komplexer Strukturen erzielt werden, die eine sensorische Umsetzung ermöglichen. 
Derartige Betrachtungen existieren bisher nur für Ionen oder kleinere molekulare Spezies.  
Der Nachweis von Analyten mit zu den Nanopartikeln vergleichbarer Größe wird am Beispiel 
zweier unterschiedlicher viraler Proben, dem Rinder-Coronavirus (BCV) und einem humanen 
Influenzavirus (H3N2) in grundlegenden Experimenten demonstriert. Die Durchführung 
dieser Arbeiten mit prozessnahem Virusprobenmaterial ist mit besonderen Herausforderungen 
an die Signalgewinnung und Interpretation verbunden.  
Aufbauend auf diesen experimentellen Ergebnissen konnte in einer skalenübergreifenden 
Betrachtung für Analytgrößen vom Subnanometerbereich bis hin zu einigen hundert 
Nanometern die lückenlose, universelle Anwendbarkeit des colorimetrischen Sensorprinzips 
demonstriert werden. Diese Betrachtungen ermöglichen generelle Aussagen zur Lage des 
Farbumschlagbereiches sowohl in Abhängigkeit von der Analytgröße als auch der 
Funktionalisierung, der Konzentration und der Größe der Nanopartikel. 
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1 Einleitung 
1.0 Einleitung 
Edelmetall-Nanopartikel sind aufgrund ihrer mitunter farbigen Erscheinungen seit mehr als 
drei Jahrhunderten immer wieder Gegenstand intensiver Forschungen. Bereits Jahrhunderte 
vor Michael Faradays ersten wissenschaftlichen Abhandlungen zu diesem Thema in der Mitte 
des 19. Jahrhunderts [Faraday 1857] waren Anwendungen von Gold oder Silber zum Färben 
von Gläsern oder Pokalen hinreichend bekannt [Kunckel 1689]. Der in diesem 
Zusammenhang häufig genannte „Römische Pokal“ (Lykorgus Cup) aus dem 4. Jahrhundert 
nach Christus im Britischen Museum ist eines der ältesten erhaltenen Artefakte, das dieses 
Interesse widerspiegelt. 
Insofern ist es nicht verwunderlich, dass metallische Nanopartikel auch im Bereich optischer 
Sensoren bereits seit vielen Jahren Anwendung finden. Eine der wohl ältesten 
wissenschaftlich belegten Anwendungsformen basiert auf dem Einsatz kolloidaler 
Goldlösungen als colorimetrischer Nachweis. Ausgehend von dem grundlegenden Prinzip der 
Farbänderung mit einsetzender Destabilisierung der Goldteilchen in Lösung nach der Zugabe 
eines Analyten, werden derartige Farbreaktionen bereits seit den Anfängen des 
20. Jahrhunderts untersucht. Ein Beispiel dafür ist der colorimetrische Nachweis von 
Erkrankungen des Nervensystems mit kolloidalem Gold [Kaplan 1914]. Obwohl diese 
Nachweisführung aufgrund fehlender Funktionalisierung der Nanopartikel zunächst 
unspezifisch erfolgte, belegen die zugehörigen Untersuchungsergebnisse die Vorteile des 
Detektionsprinzips, wie zum Beispiel eine klare Signalgebung und eine hohe Sensitivität.  
Mit der gerichteten Funktionalisierung von Nanopartikeln gelangen Leuvering et al. 
[Leuvering 1980] und Mirkin et al. [Mirkin 1996] entscheidende Schritte in Richtung eines 
spezifisch selektiven Sensorsystems.  
In den Folgejahren eröffneten neue Syntheseverfahren und Funktionalisierungsmethoden 
diesem Nanopartikel-basierten colorimetrischen Nachweisprinzip ein noch breiteres 
Anwendungsfeld. Heutzutage existieren colorimetrische Assays für eine Vielzahl von 
Anwendungen, angefangen bei sehr kleinen Analyten, wie zum Beispiel Ionen oder 
Molekülen, bis hin zu komplexen Systemen, wie Zellen oder Bakterien. Besondere 
Aufmerksamkeit verdient der Einsatz Nanopartikel-basierter colorimetrischer Nachweis-
verfahren wenn die Analyten eine vergleichbare Größe wie die Sensorpartikel aufweisen, was 
zum Beispiel für Viren zutrifft. In diesem Größenbereich gestaltet sich der Aufbau und die 
Signalinterpretation eines solchen Sensorsystems als besondere Herausforderung. Erklärbar 
sind die sich dabei ergebenden Schwierigkeiten damit, dass es in Abhängigkeit von den 
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Größenverhältnissen zwischen Analyt und Sensorteilchen in diesem Bereich zu grundlegend 
unterschiedlichen Aggregationsmechanismen kommen kann. Bisher gibt es nur wenige 
Arbeiten, die sich dieser Fragestellung widmen. Für einen umfassenden Einsatz des 
colorimetrischen Sensorprinzips in der Bioverfahrenstechnik wäre es aber erstrebenswert, 
diese Lücke zu schließen. Entsprechende Lösungsansätze lassen sich aus einer geeigneten 
Prozessführung, einer verbesserten Funktionalisierung der Nanoteilchen und einem 
verbesserten Verständnis der bei der Partikelagglomeration ablaufenden Prozesse entwickeln.   
Hier setzen die in dieser Arbeit durchgeführten Untersuchungen an. Ausgehend von der 
Herstellung und der Charakterisierung der optischen Eigenschaften metallischer Nanopartikel 
aus Gold und Silber sowie deren Funktionalisierung, wird die Anwendung auf verschiedene 
Analyten untersucht. Dabei wird die lückenlose Anwendbarkeit des colorimetrischen 
Nachweissystems über das gesamte Größenspektrum von Analyten  aufgezeigt.  
Die optischen Eigenschaften metallischer Nanopartikel, wie zum Beispiel Fluoreszenz und 
insbesondere die Plasmonenanregung in Abhängigkeit von der Größe, der Form, der 
Materialzusammensetzung sowie dem Umgebungsmedium der Partikel, werden im 
Grundlagenkapitel dargestellt. Daran schließt sich eine Zusammenstellung der Detektions-
möglichkeiten in Lösung mit einigen in der Literatur beschriebenen Anwendungsbeispielen 
an.  
Im Kapitel „Material und Methoden“ werden ausgewählte Verfahren zur Herstellung und 
Funktionalisierung, vornehmlich von Goldnanopartikeln in Lösung, dargelegt. Vor- und 
Nachteile von in der Literatur beschriebenen und in dieser Arbeit verwendeten Methoden 
werden hinsichtlich ihrer Eignung und Optimierung diskutiert.  
In den darauf folgenden Kapiteln schließen sich eingehendere Untersuchungsergebnisse zum 
Aufbau homogener Assays in Lösung anhand konkreter Anwendungsbeispiele mit Analyten 
unterschiedlicher Größe an.  
Ein im Kapitel „Detektion von Ionen“ vorgestellter Ansatz zur Funktionalisierung der 
Goldnanopartikel mit S-Layern für den colorimetrischen Nachweis zeigt eine neue Strategie 
zur Erhöhung der Sensitivität derartiger Assays.  
Anhand experimenteller und theoretischer Studien am Beispiel der Wechselwirkung von 
Goldnanopartikeln mit Dendrimeren im Kapitel „Colorimetrischer Nachweis nanoskaliger 
Dendrimere“ werden Einblicke in das Aggregationsverhalten der Nanopartikel in Lösung 
gewonnen. Ergänzt werden diese Untersuchungen durch skalenübergreifende Modell-
betrachtungen im Kapitel zum „Einfluss der Teilchengröße auf die Signalbildung 
colorimetrischer Sensoren“. Diese Studien belegen zugleich die universelle Anwendbarkeit 
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des colorimetrischen Sensorprinzips unabhängig von der Größe des Analyten und sie 
ermöglichen darüber hinaus Aussagen zur Sensitivität Nanopartikel-basierter colorimetrischer 
Assays in Abhängigkeit von der Größe sowie der Konzentration der Analytteilchen und der 
Goldnanopartikel.  
Gleichzeitig werden im Kapitel „Detektion von Viren“ Beispiele für den Aufbau prozessnaher 
colorimetrischer Assays demonstriert, die die in der Literatur bestehende Lücke in der 
Verwendung des colorimetrischen Sensorprinzips für unterschiedliche Analytgrößen 
schließen.  
 3
2 Grundlagen 
2.0 Grundlagen 
2.1 Optische Eigenschaften von Goldnanopartikeln 
2.1.1 Einleitung 
In den nachfolgenden Abschnitten dieses Kapitels soll ausführlicher auf die physikalischen 
Zusammenhänge der charakteristischen Farben kolloidaler Lösungen von Edelmetallen wie 
Gold oder Silber eingegangen werden.  
Den Ursprung dieser farbigen Erscheinungen bilden die Wechselwirkungen des einfallenden 
Lichtes mit den in der Lösung enthaltenen Nanopartikeln. Einen Effekt, der auch als 
Plasmonenresonanz bezeichnet wird und sowohl bei sehr kleinen metallischen Nanopartikeln 
(Particle Plasmon Resonance, PPR) als auch bei sehr dünnen metallischen Oberflächen 
(Surface Plasmon Resonance, SPR) auftreten kann.  
Die entsprechenden physikalischen Zusammenhänge wurden erstmals durch Gustav Mie 
Anfang des 20. Jahrhunderts mit Hilfe der Maxwell-Gleichungen hergeleitet [Mie 1908]. 
Weitere vertiefende Ausführungen zu diesem Thema finden sich in den Werken von Kreibig 
und Vollmer [Kreibig 1995] sowie Bohren und Huffmann [Bohren 1983].  
 
2.1.2 Partikelplasmonenresonanz 
Wird eine kolloidale Lösung beispielsweise mit sphärischen Goldnanopartikeln von weißem 
Licht durchstrahlt, so können die in der Suspension enthaltenen Kolloide einen bestimmten 
Betrag des Lichtes absorbieren. Im Fall einer kolloidalen Goldnanopartikellösung mit 
sphärischen Partikeln handelt es sich um den grünen Wellenlängenbereich des sichtbaren 
Spektrums, wodurch die Lösung insgesamt rot erscheint. Dieser Effekt lässt sich auf die 
Wechselwirkung des äußeren elektromagnetischen Feldes mit den freien Elektronen im 
Leitungsband der Nanopartikel zurückführen. Die dadurch angeregten kollektiven 
Schwingungen der Leitungsbandelektronen, gegenüber den positiv geladenen Atomrümpfen, 
werden auch als Plasmonenresonanz bezeichnet. Unter der Annahme, dass das metallische 
Nanopartikel komplett von einem homogenen elektrostatischen Feld durchdrungen wird 
(2r « λ), lassen sich die bei der Plasmonenanregung ablaufenden Prozesse vereinfacht am 
Beispiel eines klassischen Dipols beschreiben (Abbildung 2.1).  
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Abbildung 2.1: Modell zur Anregung von Partikelplasmonenresonanz [Kelly 2003]. 
 
Durch das äußere elektromagnetische Feld werden die freien Elektronen des Leitungsbandes 
gegenüber den positiv geladenen Metallatomrümpfen ausgelenkt. Es kommt zu einer 
Polarisation der Ladungen an der Oberfläche des Partikels, wobei die 
Coulombwechselwirkungen zwischen diesen beiden Ladungen eine Rückstellkraft bewirken. 
Diese Kraft ist abhängig von dem einwirkenden elektrischen Feld (E) und der 
Polarisierbarkeit des Materials (α) 
 EP ⋅= α  . (2.1) 
Mit Hilfe der Clausius-Mossotti-Beziehung lässt sich die Polarisierbarkeit in Abhängigkeit 
vom Volumen des Nanopartikels (V), der dielektrischen Funktion des Materials (ε) bzw. der 
Dielektrizitätskonstanten des Mediums (εm) sowie der Form des zu betrachtenden 
Nanopartikels (κ) wie folgt angeben:    
 
)(
)()1( 0
m
mV κεε
εεεκα +
−+=  . (2.2) 
Wie bereits eingangs erwähnt lassen sich diese Überlegungen nur auf Nanopartikel anwenden, 
deren Abmessungen hinreichend klein gegenüber der Wellenlänge des einfallenden Lichtes 
sind. Wird das metallische Nanoteilchen dagegen nicht vollständig von dem äußeren 
elektromagnetischen Feld durchdrungen, kann es zur Anregung zusätzlicher 
Schwingungsmoden der freien Elektronen kommen (sog. Multipolschwingungen). 
Eine umfassendere Beschreibung der optischen Eigenschaften metallischer Nanopartikel unter 
Berücksichtigung von Multipolschwingungen ermöglicht die Mie-Theorie [Mie 1908]. 
Resultierend aus der Lösung der Maxwell-Gleichungen für die Wechselwirkung eines 
Teilchens beliebiger Größe mit einem äußeren elektromagnetischen Feld, lassen sich die 
Extinktions-, Streu- und Absorptionsquerschnitte sowie die Verteilung des 
elektromagnetischen Feldes inner- und außerhalb des betrachteten Objekts als zentrale 
 5
2 Grundlagen 
Größen bestimmen [Bohren 1983]. Die Gleichungen 2.3 und 2.4 zeigen diese Beziehungen 
für den stark vereinfachten Fall der Dipolanregung eines sphärischen Teilchens: 
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  (2.5) scaextabs CCC −=
Die Berechnung großer sphärischer Nanopartikel, außerhalb des Gültigkeitsbereichs 
quasistatischer Betrachtungen, erfolgt meist computergestützt unter Berücksichtigung der 
Multipolschwingungen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden alle Berechnungen der Streu-, 
Absorptions- und Extinktionskoeffizienten für sphärische Nanopartikel mit Hilfe der frei 
verfügbaren Software Mie-Plot durchgeführt [Laven 2012].  
  
2.1.2.1 Einfluss der Materialzusammensetzung 
Sehr anschaulich zeigt sich die Bedeutung der Materialabhängigkeit beim Vergleich der 
Plasmonenresonanzen sphärischer Gold- und Silbernanopartikel (Abbildung 2.2).   
 
 
Abbildung 2.2: Extinktionsspektren sphärischer Silber- und Goldnanopartikel (∅20 nm, in Wasser), 
berechnet mittels Mie-Theorie (Mie-Plot). 
 
Trotz gleicher Größe, Form und gleichen Umgebungsmediums ist die Lage der 
Plasmonenbande deutlich unterschiedlich. So liegt das Maximum der Resonanzschwingung 
eines ∅20 nm Silbernanopartikels in diesem Fall bei 389 nm (3,19 eV). Der Wert für ein 
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gleich großes Goldteilchen befindet sich bei deutlich höheren Wellenlängen bei 521 nm 
(2,38 eV). Gleichzeitig kommt es zu einer unterschiedlichen Ausbildung der 
Absorptionsbande. So zeichnet sich für ein Silbernanopartikel dieser Größe ein scharfer 
schmaler Peak ab, während bei einem Goldteilchen gleicher Größe eher ein vergleichsweise 
schwacher, relativ breiter Peak vorliegt. Ausschlaggebend für dieses materialabhängige 
Verhalten der Elektronenschwingungen als Antwort auf ein externes elektromagnetisches 
Feld sind beispielsweise Faktoren wie die Elektronendichte, die effektive Elektronenmasse 
oder die Größe und Form der Ladungsträgerverteilung [Kelly 2003].  
Die formelle Größe, die diese Eigenschaften eines Materials zusammenfasst, ist die 
dielektrische Funktion. Sie wird üblicherweise durch eine komplexe, frequenzabhängige 
Funktion beschrieben:  
 )()( 21 ωεωεε i+=  . (2.6) 
Der Realteil (ε1(ω)) dieser Funktion kennzeichnet dabei das Maß für die Polarisierbarkeit des 
Materials durch das externe Feld und bedingt die Position der Resonanzschwingungen. Dies 
lässt sich auch anhand der Beziehung 2.2 ableiten, wonach die Polarisation maximale Werte 
erreicht, wenn der Nenner der Gleichung gegen Null geht.  
 mκεε −=  (2.7) 
Unter der Annahme, dass es sich um ein sehr kleines sphärisches Teilchen handelt (κ=2) und 
dessen Imaginärteil der dielektrischen Funktion entweder sehr klein oder nur wenig von der 
Frequenz abhängt, ergibt sich für die Resonanzbedingung [Kalkbrenner 2002]:  
 mεε 21 −=  . (2.8) 
Der Imaginärteil (ε2(ω)) wird dagegen durch die Absorptionseigenschaften bestimmt und 
charakterisiert die Dämpfungsmechanismen im System [Sönnichsen 2001]. Das heißt, wie aus 
Abbildung 2.2 hervorgeht, dass die Plasmonenschwingungen des Goldnanoteilchens 
vergleichsweise stärker gedämpft werden, als es bei einem Silberteilchen der Fall ist.  
Außer bei den Vertretern der Edelmetalle ist die Anregung von Plasmonen auch bei 
Alkalimetallen oder Aluminium möglich [Kreibig 1995]. 
 
2.1.2.2 Einfluss der Partikelgröße 
Bereits zu Beginn des Kapitels wurde die Bedeutung der Partikelgröße anhand der 
unterschiedlichen mathematischen Modelle zur Beschreibung der optischen Eigenschaften 
metallischer Nanopartikel angedeutet (siehe Abschnitt 2.1.2). Am Beispiel der Dipolanregung 
und Gleichung 2.4 wird ersichtlich, dass das zu messende Streulicht proportional der sechsten 
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Potenz der Teilchengröße ist. Demgegenüber nimmt die Extinktion mit der dritten Potenz zu 
(Gleichung 2.3). Daraus ergibt sich, dass bei kleinen Teilchen der Anteil der Absorption 
gegenüber der Streuung überwiegt (siehe Gleichung 2.5) bzw. mit zunehmender 
Teilchengröße die Partikelstreuung stärker in den Vordergrund tritt.  
Einige ausgewählte Beispiele zum Einfluss der Teilchengröße auf die Extinktion zeigt die 
Abbildung 2.3.  
 
 
Abbildung 2.3: Normierte Extinktionsspektren von Goldnanopartikeln unterschiedlicher Größe (n=1,33),  
berechnet mittels Mie-Theorie (Mie-Plot). 
 
 
Wie aus der Abbildung 2.3 hervorgeht, kommt es mit zunehmender Teilchengröße zu einer 
Rotverschiebung und einer Verbreiterung der Plasmonenbande. Dies ist zurückzuführen auf 
eine Zunahme der Dämpfung und der Retardierungseffekte bzw. die Anregung von 
Multipolschwingungen mit größer werdendem Teilchendurchmesser [Kreibig 1995]. Die 
Anregung von Quadrupolschwingungen lässt sich sehr deutlich am Beispiel der Ø150 nm 
Goldnanopartikel durch die Herausbildung eines zweiten Peaks erkennen. 
Der Effekt, dass das optische Verhalten eines metallischen Nanopartikels direkt von der 
Teilchengröße abhängt, wird auch als extrinsischer Größeneffekt bezeichnet. Dies gilt für 
Nanopartikel, deren Teilchendurchmesser größer als 20 nm ist. Für diesen Fall lässt sich die 
elektrodynamische Theorie mittels optischer Konstanten für den Festkörper beschreiben 
[Kreibig 1995]. Unterhalb einer Teilchengröße von 20 nm kommt es dagegen erneut zu einem 
Anstieg der Dämpfung und somit zu einer verkürzten Lebensdauer der Plasmonen-
schwingungen, so dass sich die Plasmonenbande im Extinktionsspektrum aufweitet. Dies lässt 
sich zum einen auf eine Zunahme der Streuung der Elektronen in Form elastischer und 
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inelastischer Streuprozesse an der Partikeloberfläche zurückführen. Zum anderen kommt es 
bei drastischer Reduzierung der Teilchengröße (<∅2 nm) auch zu einer erheblichen 
Verringerung der Elektronendichte im Leitungsband, wobei sich die Elektronenstruktur im 
Vergleich zum Festkörper deutlich ändern kann [Jin 2010]. Formal wird dieser Einfluss der 
Teilchengröße in der dielektrischen Funktion durch die Einführung einer zusätzlichen 
größenabhängigen Dämpfungskonstanten berücksichtigt (intrinsischer Größenbereich) 
[Kreibig 1995].  
 
2.1.2.3 Formabhängigkeit – Gans-Theorie 
Neben sphärischen Nanopartikeln rücken heutzutage zunehmend auch weitere Partikelformen, 
wie zum Beispiel stäbchenförmige Nanoteilchen (Nanorods), in den Fokus moderner 
Nanotechnologieforschung. Hintergründe dieses gestiegenen Interesses sind neben der breiten 
Verfügbarkeit auch die teils deutlichen Änderungen der optischen Eigenschaften. So zeigen 
die angesprochenen stäbchenförmigen metallischen Nanopartikel beispielsweise zwei 
Schwingungsbanden, deren räumliche Lage von der Länge und der Breite des Teilchens 
abhängig sind (Abbildung 2.4).  
 
 
Abbildung 2.4: Vergleich der Extinktionsspektren sphärischer und stäbchenförmiger Goldnanopartikel. 
 
Dabei resultiert für die Schwingungen der Elektronen entlang der kurzen Achse eine 
Plasmonenbande etwa bei gleichen Energien wie für sphärische Nanopartikel vergleichbarer 
Größe (transversale Mode). Die Lage der zweiten Plasmonenbande für die Schwingungen 
entlang der Längsachse (longitudinale Mode) ist dagegen zu höheren Wellenlängen 
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verschoben, wobei die räumliche Lage der zwei Banden zueinander im Wesentlichen vom 
Aspektverhältnis, dem Verhältnis aus Länge zu Breite des Teilchens, beeinflusst wird.  
Mit zunehmendem Aspektverhältnis kommt es zu einer Rotverschiebung der longitudinalen 
Schwingungsbande. Gleichzeitig verschiebt sich die transversale Bande mehr in den Bereich 
kürzerer Wellenlängen (blau) [Link 1999]. Diese Verschiebungen sind für die longitudinale 
Plasmonenbande deutlich stärker ausgeprägt als für den transversalen Mode. Gleichzeitig 
nimmt mit zunehmendem Aspektverhältnis die Intensität dieser zweiten, longitudinalen 
Plasmonenbande stärker zu bzw. die Intensität der transversalen Bande nimmt mit 
zunehmendem Aspektverhältnis weiter ab [Link 1999b]. Grund für dieses Verhalten sind 
geringere Retardierungseffekte und eine verminderte Dämpfung der Schwingungen entlang 
der Längsachse [Sönnichsen 2002].  
Einen erweiterten Ansatz um die optischen Eigenschaften stäbchenförmiger Nanopartikel mit 
Hilfe der Mie-Theorie zu beschreiben liefern die Betrachtungen nach Gans [Gans 1912]. 
Ausgehend von einem Rotationsellipsoiden lässt sich der Extinktionskoeffizient am Beispiel 
einer Dipolanregung wie folgt bestimmen: 
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Der Fakter Pj kennzeichnet darin den Depolarisierungsfaktor für die drei Hauptachsen 
(A > B = C).  
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Zwar bleiben bei diesen Betrachtungen zusätzliche Beiträge durch Schwingungen höherer 
Ordnung unberücksichtigt, allerdings konnte anhand einer Reihe von Arbeiten gezeigt 
werden, dass die gewonnenen Ergebnisse für stäbchenförmige Nanopartikel, deren 
Abmessungen deutlich kleiner sind als die Wellenlänge des anregenden Lichtes, gut mit den 
experimentellen Befunden übereinstimmen [Link 1999b, Ni 2008].  
Ein weiterer wesentlicher Aspekt, der die Verwendung verschiedener Partikelformen betrifft, 
ist die Veränderung der lokalen Feldverteilung in unmittelbarer Nähe von der 
Partikeloberfläche in Abhängigkeit von der Teilchengeometrie. Darauf soll im Abschnitt 
2.1.2.5 genauer eingegangen werden.  
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2.1.2.4 Einfluss des Umgebungsmediums 
Da es sich bei der Plasmonenresonanz um einen Oberflächeneffekt handelt, einem Effekt der 
an der Grenzfläche zwischen dem Nanopartikel und seiner Umgebung stattfindet, kommt 
auch dem angrenzenden Medium bei der Ausbildung der Elektronenschwingungen eine 
entscheidende Bedeutung zu. Ausgehend von dem klassischen Modell eines oszillierenden 
Teilchens, bei dem die freien Elektronen um ihre Gleichgewichtslage schwingen, führt eine 
Änderung des Umgebungsmediums folglich zu einer Veränderung der 
Elektronenschwingungen. So bewirkt eine Erhöhung der dielektrischen Konstanten des 
Mediums (εm) eine Verschiebung der Plasmonenresonanz zu höheren Wellenlängen. Die 
Gleichung 2.8 gibt diesen Zusammenhang formal für den klassischen Fall der Dipolanregung 
wieder. Des Weiteren lassen sich unter Einbeziehung des Verlaufs von ε2(ω) (Gleichung 2.7) 
auch Aussagen zu den Dämpfungseigenschaften des Systems ableiten. Beispielsweise nimmt 
bei der dielektrischen Funktion von Gold der Anteil von ε2(ω) und damit die Dämpfung mit 
zunehmendem Brechungsindex des Umgebungsmediums ab, was zu einer Verringerung der 
Bandweite der Plasmonenresonanz führt [Kalkbrenner 2002].  
Diese Änderungen der Plasmonenresonanzen in Abhängigkeit von den Umgebungsbe-
dingungen eines metallischen Nanopartikels bekannter Zusammensetzung, Form und Größe 
ermöglichen die Anwendung im Bereich der Sensorik (siehe Abschnitt 2.2).  
 
2.1.2.5 Lokale Feldverstärkung 
Bei der lokalen Feldverstärkung handelt es sich um einen Effekt, bei dem örtlich begrenzt im 
Bereich der Nanopartikeloberfläche, Felder auftreten, die um ein Vielfaches größer als das 
ursprünglich anregende Feld sein können. Das lässt sich auf die Konzentration von 
Ladungsträgern in diesem Bereich zurückführen. Entsprechend dem Modell zur 
Dipolanregung in Abbildung 2.1 sind das die Bereiche hoher Elektronendichte bzw. deren 
Komplementärladungen (Löcher). Das heißt, bei metallischen Nanopartikeln ist der Effekt der 
Plasmonenresonanz stets mit einer lokalen Feldverstärkung verbunden. Während sich die 
bisherigen Betrachtungen zur Extinktion, Streuung und Absorption eines Teilchens als Folge 
der Wechselwirkung mit einem äußeren elektromagnetischen Feld fast ausschließlich auf das 
Fernfeld beschränken, müssen im Nahfeld noch zusätzliche Beiträge, wie die Verzerrung des 
elektromagnetischen Feldes im Bereich der Partikeloberfläche, berücksichtigt werden.  
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In Anlehnung an die Betrachtungen im Abschnitt 2.1.2.1 lässt sich das resultierende Feld an 
der Partikeloberfläche für den Fall eines klassischen Dipols aus der Summe des einwirkenden 
elektrostatischen Feldes (E0) und dem induzierten Feld des Partikels (Ei) beschreiben: 
 00 EEEE ires ⋅=+= ξ  . (2.12) 
Der in Gleichung 2.12 eingeführte Feldverstärkungsfaktor (ξ) kennzeichnet dabei die 
Geometrieabhängigkeit des induzierten Feldes. Je nach Teilchengeometrie kann dieser Faktor 
sehr kleine Werte, wie im Falle sphärischer Teilchen (ξ=3), annehmen bis hin zu sehr großen 
Werten, wie beispielsweise für stäbchenförmige Partikel (ξ→∞). Eine Zusammenstellung des 
Feldverstärkungsfaktors in Abhängigkeit vom Aspektverhältnis zeigt die Abbildung 2.5. 
 
 
Abbildung 2.5: Elektrostatischer Feldverstärkungsfaktor (ξ) für prolate Sphäroide in Abhängigkeit vom  
Aspektverhältnis (a/b) für einen perfekten Leiter [Gorbunoff 2002]. 
 
Mit Hilfe theoretischer Betrachtungen haben Messinger et al. die Nahfelder sphärischer 
metallischer Nanopartikel aus Gold, Silber und Kupfer untersucht. Dabei konnten sie zeigen, 
dass die Nahfeldintensität analog zur Streuung mit zunehmender Teilchengröße stark ansteigt. 
Ferner geht aus diesen Ergebnissen hervor, dass es mit zunehmendem Teilchendurchmesser 
zu einer Rotverschiebung der Nahfeldanregung gegenüber der Extinktion kommt. Für ein 
∅100 nm Teilchen kann diese Abweichung der beiden Maxima 10 nm bis 20 nm betragen 
[Messinger 1981].  
Da es sich bei den Nahfeldern generell um evaneszente Felder handelt, klingen diese mit 
zunehmendem Abstand von der Partikeloberfläche schnell ab. So fällt das Nahfeld für 
sphärische Teilchen im Rahmen der Dipolbetrachtungen mit zunehmendem Abstand von der 
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Partikeloberfläche mit einem Wert von 1/r3 ab [Jain 2007]. Im Vergleich dazu ändert sich das 
Fernfeld von der Partikeloberfläche nur mit 1/r.  
 
2.2 Nanopartikel-Sensorik 
2.2.1 Einleitung 
Ausgehend von den besonderen optischen Eigenschaften metallischer Nanopartikel ergeben 
sich eine ganze Reihe der unterschiedlichsten Anwendungen im Bereich der optischen 
Sensorik. Eine kleine Zusammenstellung gegenwärtig gängiger Verfahren und der dabei 
entsprechend ausgenutzten optischen Eigenschaften zeigt Tabelle 2.1.  
 
Tabelle 2.1: Anwendungsbeispiele metallischer Nanopartikel in der optischen Sensorik 
Verfahren Optische Eigenschaften Anwendungsbeispiele 
Bildgebung Rayleigh-Streuung [McFarland 2003], [Darbha 2008] 
Bildgebung Fluoreszenz [Huang 2007], [He 2008] 
UV-vis (PPR) Plasmonenresonanzverscheibung [Yu 2007], [Sudeep 2005] 
Colorimetrie Partikelpaarwechselwirkung [Mirkin 1996], [Kim 2001] 
SERS Nahfeldverstärkung [Kneipp 2006], [Huang 2007b] 
 
Generell lassen sich Nanopartikel-basierte optische Nachweisverfahren in Einzel- und 
Mehrpartikelsysteme, die sowohl heterogen (z.B. Substrat gebunden) [Hou 2007, 
Raschke 2004] als auch homogen (z.B. in Lösung) [Zhao 2008] aufgebaut sein können, 
unterteilen.  
Einzelpartikelmesssysteme haben dabei den Vorteil, dass sie besonders sensitiv gegenüber 
Ensemblemessungen sind [Kalkbrenner 2002]. Allerdings benötigen die entsprechenden 
Verfahren meist zusätzliche Messapparaturen oder aufwendig präparierte Substrate. Im 
Gegensatz dazu zeichnen sich Mehrpartikelsysteme häufig durch eine vergleichsweise 
unkomplizierte Handhabung und einfache Signalauswertung aus. Zwei typische Beispiele von 
Ensemblemesssystemen sind der Lateral-Flow-Assay (heterogener Assay) [Klewitz 2005] und 
der colorimetrische Assay (homogener Assay) (siehe Abschnitt 2.2.4). Beide Verfahren sind 
seit vielen Jahren am Markt optischer Sensoren fest etabliert. Darüber hinaus ergeben sich 
auch durch die Weiterentwicklung und Optimierung der Verfahren für die 
Nanopartikelherstellung und deren Funktionalisierungsmethoden ständig neue interessante 
Anwendungsmöglichkeiten.  
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Da ein wesentlicher Schwerpunkt dieser Arbeit dem Aufbau und der Entwicklung 
colorimetrischer Nachweisverfahren gewidmet ist, soll in den nachfolgenden Kapiteln 
ausführlicher auf wesentliche Aspekte der Detektion mit metallischen Nanopartikeln in 
Lösung eingegangen werden.  
 
2.2.2. Plasmonenresonanzverschiebung 
Für die Betrachtungen zum Einfluss des Umgebungsmediums bei kolloidalen Lösungen soll 
zunächst von einem idealen Zustand ausgegangen werden. Das heißt, alle in der Lösung 
befindlichen Nanoteilchen verhalten sich wie das einzelne Partikel, so dass sich, entsprechend 
Beziehung 2.7, jede Änderung des Umgebungsmediums unmittelbar auf das zu messende 
Plasmonensignal (Extinktion) der kolloidalen Lösung auswirkt. Abbildung 2.6 zeigt dazu die 
Verschiebung der Plasmonenresonanzmaxima unterschiedlich großer und geformter 
Nanopartikel in Abhängigkeit vom Brechungsindex des umgebenden Mediums (nMatrix).  
 
 
Abbildung 2.6: Änderungen des Plasmonenresonanzmaximums in Abhängigkeit vom Brechungsindex am 
Beispiel sphärischer und stäbchenförmiger Goldnanopartikel (Mie-Plot). 
 
Wie anhand der Abbildung 2.6 ersichtlich ist, kommt es zunächst ungeachtet der 
geometrischen Abmessungen der Nanopartikel in der Lösung generell mit zunehmendem 
Brechungsindex (n) zu einer Rotverschiebung des Plasmonensignals. Die Größe und Form der 
Nanopartikel beeinflussen dabei die Stärke der Verschiebung. Insofern zeigt zum Beispiel ein 
sphärisches ∅100 nm Goldnanopartikel einen vergleichsweise stärkeren Anstieg mit 
zunehmendem Brechungsindex als ein ∅20 nm Teilchen. Noch deutlicher äußert sich eine 
Erhöhung des Brechungsindex bei der Betrachtung der longitudinalen Mode 
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stäbchenförmiger Nanopartikel. Wie in Abbildung 2.6 dargestellt, weisen diese 
stäbchenförmigen Nanopartikel prinzipiell eine stärkere Signalverschiebung als 
beispielsweise sphärische Goldnanopartikel gleicher Volumina auf. In Abhängigkeit vom 
Aspektverhältnis und den Krümmungsradien der Enden wird dieser Effekt zusätzlich noch 
verstärkt [Chen 2009]. Gleichzeitig lässt sich die Sensitivität stäbchenförmiger 
Goldnanopartikel auch über die Erhöhung der Polarisierbarkeit steigern. In diesem 
Zusammenhang konnten Chen et al. am Beispiel unterschiedlich geformter Goldnanorods mit 
nahezu gleichem Plasmonenresonanzmaximum nachweisen, dass stäbchenförmige 
Nanopartikel mit einem großen Volumen trotz gleichem Aspektverhältnis deutlich sensitiver 
agieren als entsprechend kleinere Teilchen [Chen 2008]. Einige ausgewählte Beispiele 
unterschiedlicher Berechnungsverfahren zur Bestimmung der Sensitivität von Nanopartikeln, 
sowie verschiedene Angaben hinsichtlich der Empfindlichkeit der Resonanzverschiebung bei 
Änderungen des Brechungsindex für unterschiedliche Nanopartikelformen wurden in einem 
Übersichtsartikel von Mayer et al. zusammengestellt [Mayer 2011].  
Generell lassen sich diese Betrachtungen aber nur begrenzt auf reale Partikelmesssysteme in 
Lösung übertragen. So sind beispielsweise die Abmessungen der Nanopartikel nicht beliebig 
groß wählbar, da gerade bei sphärischen Nanopartikeln mit zunehmender Teilchengröße stets 
auch eine Zunahme der Dämpfung und damit letztlich der Bandweite verbunden ist (siehe 
Abschnitt 2.1.2.2). Häufig kommt es bei der Herstellung der Nanopartikel in Lösung mit 
zunehmender Teilchengröße auch zu einem Anstieg der Teilchengrößenverteilung, was sich 
ebenfalls nachteilig auf die Bandweite der Plasmonenbande und die zu messenden 
Signalverschiebungen auswirkt [Kimling 2006]. Ferner gilt es auch die Fragen nach der 
geometrischen Zugängigkeit oder der chemischen Stabilität mit steigender Teilchengröße zu 
berücksichtigen.  
Neben der Teilchenform und -größe spielt natürlich auch die Materialzusammensetzung der 
Nanopartikel eine entscheidende Rolle. Auf die Bedeutung der Materialzusammensetzung soll 
an dieser Stelle allerdings nicht noch einmal eingegangen werden, da wesentliche Aspekte 
bereits im Abschnitt 2.1.2.1 diskutiert wurden. 
Zusätzlich zur Signalverschiebung in Abhängigkeit von einer Änderung des 
Umgebungsmediums ist für die Charakterisierung der Sensitivität der Nanopartikel auch die 
Signaltiefe entscheidend. Darunter ist der Abstand von der Partikeloberfläche zu verstehen, 
bis zu dem Änderungen des Brechungsindex überhaupt gemessen werden können. Dafür 
ausschlaggebend ist die Eindringtiefe oder Abklinglänge des Nahfeldes des jeweiligen 
Teilchens. Da es sich bei den Nahfeldern der Nanopartikel um evaneszente Felder handelt, 
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nimmt die Sensitivität mit zunehmendem Abstand von der Partikeloberfläche entsprechend 
schnell ab. Am Beispiel sphärischer Nanopartikel wurde bereits im Abschnitt 2.1.2.5 gezeigt, 
dass sich das Nahfeld eines Teilchens über einen Abstand von d/2 von der Partikeloberfläche 
erstreckt. Des Weiteren gilt es zu berücksichtigen, dass es zwar möglich ist, über weite 
Bereiche des Nahfeldes der Partikel Änderungen der Umgebungsbedingungen zu detektieren, 
die Intensität dieser Signaländerung (die Peakverschiebung) mit zunehmendem Abstand von 
der Partikeloberfläche jedoch deutlich abnimmt [Marinakos 2007, Cunningham 2011]. Das 
heißt, die größten Signaländerungen sind in unmittelbarem Bereich der Partikeloberfläche zu 
erwarten. Das ist vor allem bei der Funktionalisierung oder Stabilisierung der Nanopartikel zu 
berücksichtigen, die entsprechend klein zu wählen ist, da ansonsten mit zunehmender 
Entfernung von der Partikeloberfläche auch die Sensitivität des Systems abnimmt.  
 
2.2.3. Partikelpaarwechselwirkungen 
Bereits im vorangegangenen Kapitel wurde auf die Bedeutung des Abstands in Bezug auf die 
Sensitivität separat agierender Nanopartikel einer kolloidalen Lösung hingewiesen. Kommt es 
dagegen in Folge der Änderung der Zusammensetzung der Lösung zur Wechselwirkung der 
Nanopartikel untereinander, können drastischere Änderungen der optischen Eigenschaften 
auftreten. Ein typisches Beispiel dafür ist der Farbumschlag einer kolloidalen Lösung mit 
sphärischen Goldnanopartikeln von rot nach blau.  
Dabei kommen die Nanopartikel so dicht zusammen, dass sich die Nahfelder der einzelnen 
Teilchen überlagern und ihre Plasmonen koppeln. Dies führt zu einer Rotverschiebung und 
Aufweitung der Plasmonenbande. Die Intensität dieser Verschiebung ist abhängig vom 
Abstand der benachbarten Nanopartikel und von der Anzahl der miteinander 
wechselwirkenden Teilchen [Zhong 2004]. Mit Hilfe theoretischer Berechnungen konnten 
Zhao et al. am Modell der Dipol-Dipol Wechselwirkungen (Dipolar-Coupling Model) zweier 
benachbarter Nanopartikel zeigen, dass diese Verschiebungen vom Teilchendurchmesser (2r) 
und dem Abstand der beiden Teilchenzentren (D) abhängig sind und unterhalb eines Wertes 
von 
 5.1
2
≤
r
D   (2.13) 
deutlich ansteigen [Zhao 2003]. Gleichzeitig kommt es mit abnehmendem 
Interpartikelabstand zu einer Aufspaltung der Plasmonenbande in zwei separate Peaks, 
ähnlich wie für stäbchenförmige Nanopartikel (Abschnitt 2.1.2.3). Dieser Effekt, der 
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Bandenaufspaltung und Rotverschiebung, wird mit zunehmender Kettenlänge bzw. 
Teilchenanzahl verstärkt [Zhong 2004].  
Unter der Annahme, dass es sich bei den beiden zu betrachtenden Nanopartikeln um zwei 
gleiche handelt, lässt sich die in Gleichung 2.13 formulierte Beziehung auf eine 
r-Abhängigkeit reduzieren. Insofern sollte der Abstand der zwei benachbarten Teilchen, 
ausgehend von der Partikeloberfläche des ersten Teilchens zur Oberfläche des zweiten 
Partikels, nicht größer als der Teilchenradius des einzelnen Partikels sein, damit die 
Plasmonen dieser beiden Nanopartikel noch miteinander wechselwirken können und es zu  
deutlich messbaren Signaländerungen kommt. Andere Berechnungen von Jain et al. mittels 
diskreter Dipolnäherung (DDA) am Beispiel zweier benachbarter sphärischer 
Goldnanopartikel belegen sogar die Wechselwirkung über noch größere Abstände 
[Jain 2008]. Die entsprechenden Ergebnisse wurden in Abbildung 2.7 dargestellt.  
 
 
Abbildung 2.7: DDA-Berechnungen zur Änderung der Sensitivität (∆λ/∆n) sphärischer Goldnanopartikel-
paare in Abhängigkeit vom Abstand der Oberflächen der beiden Nanopartikel zueinander (s) und dem 
Partikeldurchmesser (D) [Jain 2008]. 
 
Nach diesen Ergebnissen von Jain et al. (Abbildung 2.7) lassen sich deutliche 
Signaländerungen gegenüber dem Einzelpartikel bis zu einem Wert von 1,0 für das Verhältnis 
aus dem Abstand der Oberflächen der beiden Nanopartikel zueinander und dem 
Partikeldurchmesser bestimmen (s/D), was einem Teilchenabstand der beiden Nanopartikel 
von Oberfläche zu Oberfläche von 2r entspricht. Innerhalb dieses Bereichs kommt es mit 
abnehmendem Interpartikelabstand zu einem exponentiellen Anstieg der Sensitivität. Das 
heißt, je dichter die Nanopartikel dabei zueinander sind desto größer ist die Peakverschiebung 
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bei einer Änderung der Umgebungsbedingungen. Dagegen ergeben sich für s/D > 1 nur noch 
geringfügige Unterschiede in der Sensitivität gegenüber dem einzelnen Partikel.  
Ähnliches konnten Storhoff et al. bzw. Yockell-Lelièvre et al. auch anhand von 
experimentellen Daten für größerer Partikelverbände nachweisen, wobei deren Ergebnisse 
ebenfalls Verschiebungen oberhalb der in Beziehung 2.13 formulierten Bedingung für 
Partikelpaare (D/(2r) < 2) belegen [Li 2010, Storhoff 2000, Yockell-Lelièvre 2007].  
 
2.2.4. Aufbau colorimetrischer Sensoren 
Farbumschlagsensoren auf der Basis miteinander wechselwirkender Edelmetallnanopartikel 
werden bereits seit vielen Jahren im Bereich qualitativer und quantitativer Analytik 
verwendet. Der Vorteil dieser Sensoren besteht darin, dass es durch die Kopplung der 
Plasmonen zu teils drastischen Verschiebungen der Plasmonenbande kommen kann (bis zu 
300 nm), die sich mit dem bloßen Auge beobachten lassen. Gleichzeitig haben entsprechende 
Untersuchungen gezeigt, dass derartige colorimetrische Sensoren äußerst sensitiv mit 
Nachweisgrenzen bis hin zu einigen Femtomol (10-15) sein können [Elghanian 1997]. Die 
Bandbreite der zu detektierenden Stoffe reicht dabei von sehr kleinen Analyten, wie zum 
Beispiel Ionen [Nakashima 2007, Huang 2007, Kim 2001], Molekülen [Zhang 2008] über 
DNA [Lee 2007, Xu 2007], Proteinen [Nath 2002, Dykman 2005, Thanh 2002] bis hin zu 
großen komplexen biologischen Organismen wie zum Beispiel Zellen [Medley 2008, Lu 
2010] oder Bakterien [Singh 2009, Li 2010b].  
 
Abbildung 2.8: Zusammenstellung häufig in der Literatur beschriebener Anwendungsmöglichkeiten des 
colorimetrischen Nachweisprinzips in Abhängigkeit von der Größe des Analyten. 
 
Trotz dieser Vielzahl unterschiedlicher Anwendungsmöglichkeiten lassen sich die einzelnen 
colorimetrischen Sensoren auf zwei Grundformen zurückführen. Sie unterscheiden sich im 
Wesentlichen im Aufbau und den Mechanismen, die zur Clusterbildung beitragen. 
Nachfolgend sollen diese colorimetrischen Verfahren in unspezifische und spezifische 
Systeme unterteilt werden. 
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Unspezifische colorimetrische Nachweisverfahren basieren auf der kontrollierten bzw. 
gezielten Destabilisierung der in der kolloidalen Lösung enthaltenen Nanopartikel (auch 
Destabilisierungsassay). Durch die Zugabe eines entsprechenden Reagens, wie zum Beispiel 
Salz, werden die stabilisierenden elektrostatischen oder sterischen Kräfte zwischen den 
einzelnen Kolloiden in der Lösung so stark verringert, dass die Anziehungskräfte gegenüber 
den Abstoßungskräften überwiegen und es zur Agglomeration der Nanopartikel in der Lösung 
kommt. Da bei dieser Reaktion keine molekularen Bindungsmechanismen oder 
Rezeptor/Analytmechanismen ausschlaggebend sind, erfolgt die Farbänderung meist rasch 
nach der Initialisierung. 
Eines der wohl bekanntesten Beispiele auf diesem Gebiet ist der sogenannte Salztest, der zum 
Nachweis der Funktionalisierung metallischer Nanopartikel verwendet werden kann 
[Horisberger 1977]. Dieser Test basiert auf der Zugabe einer 10%igen Natriumchloridlösung. 
Bei einer unzureichenden Stabilisierung der Nanopartikel setzt daraufhin die Agglomeration 
der Partikel ein, was zu einer Farbänderung der Lösung führt. Sind die Nanopartikel dagegen 
hinreichend stabilisiert, bleibt diese Reaktion aus (siehe Kapitel 3.2.2). Bereits zu Beginn des 
20. Jahrhunderts wurden unspezifische colorimetrische Nachweisverfahren nach diesem 
Prinzip, im Bereich klinisch-relevanter Forschung, zum Nachweis von Veränderungen der 
Proteinzusammensetzung der Gehirnrückenmarksflüssigkeit bei Syphilis-Patienten eingesetzt 
[Kaplan 1915]. Auch Strukturänderungen einer stabilisierenden Schicht lassen sich mit 
diesem Verfahren nachweisen, wie zum Beispiel nach DNA-Enzymabbau [Zhao 2007] oder 
Konformationsänderungen [Sato 2006].  
Die zweite Form colorimetrischer Sensoren basiert auf der spezifischen Wechselwirkung 
funktionalisierter metallischer Nanopartikel mit einem entsprechend gegensätzlich 
funktionalisierten Analyten. Den Ausgangspunkt für die Interpartikelbildung und damit 
verbunden eine Signalverschiebung bildet die Überwindung der abstoßenden Kräfte durch 
höhere Bindungskräfte zwischen den einzelnen Nanopartikeln, wie zum Beispiel durch 
biologische Bindungsmechanismen, Wasserstoffbrückenbindungen, elektrostatische oder 
hydrophobe Wechselwirkungen etc.. Dies kann zwar, aufgrund der für die Agglomeration 
ausschlaggebenden Erkennungsmechanismen, zu einer Erhöhung der Reaktionszeit führen, 
jedoch lässt sich die Sensitivität durch den Aufbau der funktionellen Schicht gezielt 
beeinflussen. So führen beispielsweise eine Verringerung der Schichtdicke, wie bereits im 
Abschnitt 2.2.2 bzw. 2.2.3 diskutiert, oder eine Erhöhung der Bindungsaffinität zu einer 
Steigerung der Sensitivität.  
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In Abhängigkeit von der Anzahl möglicher Bindungsstellen des Analyten lassen sich die 
colorimetrischen Sensoren unter Ausnutzung spezifischer Wechselwirkungen noch einmal in 
zwei Gruppen unterteilen.  
Analyten mit nur einer spezifischen Bindungsstelle können durch gegensätzlich 
funktionalisierte Nanopartikel nachgewiesen werden. Das heißt, eine Gruppe von 
Nanoteilchen trägt bereits den eigentlichen Analyten an der Oberfläche und reagiert mit einer 
zweiten Gruppe von Nanopartikeln, die zuvor gegensätzlich funktionalisiert wurde. Dies 
haben Mirkin et al. am Beispiel von zwei Gruppen metallischer Nanopartikel, die jeweils mit 
den komplementären Oligonukleotiden funktionalisiert wurden, gezeigt [Storhoff 2000]. 
Allerdings ist dieses Nachweisprinzip stark von der Größe der beiden Bindungspartner 
abhängig [Mucic 1998]. 
Analyten mit mehreren Bindungsstellen lassen sich dagegen unter Ausnutzung der 
quervernetzenden Wirkung detektieren. In diesem Zusammenhang wird der Analyt häufig 
dazu verwendet, mehrere funktionalisierte Nanopartikel gleichzeitig zu binden. Ein 
klassisches Beispiel dafür sind colorimetrische Metallionensensoren, die auf der 
elektrostatischen Wechselwirkung mehrwertiger Metallionen wie Pb2+, Cu2+, Cd2+, Hg2+  etc. 
mit funktionalisierten umgekehrt geladenen Nanopartikeln basieren [Kim 2001, Liu 2004, 
Huang 2007, Wang 2008, Li 2009]. Dieses Nachweisprinzip lässt sich nahezu auf jede 
beliebige Analytgröße anwenden, so lange durch die Anzahl der Bindungsstellen eine dichte 
Zusammenlagerung der detektierenden Nanoteilchen gewährleistet bleibt. Mitunter empfiehlt 
sich auch der Gebrauch mehrfach funktionalisierter Nanopartikel. So können die Nanopartikel 
beispielsweise mit zwei unterschiedlichen Antikörpern belegt werden um so eine dichte 
Zusammenlagerung und den Effekt der Plasmonenkopplung zu erzielen [Lu 2010].  
Neben diesen beiden angesprochenen Formen der unspezifischen und der spezifisch 
gesteuerten Agglomeration gibt es natürlich auch eine Reihe von Fällen, in denen beide 
Mechanismen zum Tragen kommen können oder die sich auf beide Formen übertragen lassen. 
Zu dieser Gruppe gehören zum Beispiel reversible Systeme, bei denen die Nanopartikel 
zunächst zur Agglomeration gebracht werden um dann anschließend durch die Zugabe des 
Analyten wieder vereinzelt zu werden [Aslan 2004, Zhang 2008, Uhlenbruck 1926]. Weitere 
Ausführungen zu diesem Thema finden sich in den Arbeiten von Gosh oder Zhao [Gosh 
2007, Zhao 2008, Wilson 2008]. 
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3.0 Herstellung und Funktionalisierung von Edelmetall-
nanopartikeln 
3.1 Nanopartikelherstellung 
Für die im Rahmen dieser Arbeit angestrebten Ziele wurden metallische Nanopartikel sowohl 
unterschiedlicher Form als auch Größe und Materialzusammensetzung mit einer Vielzahl an 
Verfahren synthetisiert. Die Herstellung erfolgte dabei überwiegend im wässrigen Medium 
und ausschließlich auf nasschemischem Weg. Im Folgenden soll ein erweiterter Überblick 
über einzelne Verfahren skizziert sowie wesentliche Ergebnisse zur Herstellung dieser 
metallischen Nanopartikel aufgezeigt werden. Die dazugehörigen Protokolle zur 
Nanopartikelsynthese befinden sich im Anhang (Abschnitt A).   
Zur Charakterisierung der hergestellten metallischen Nanopartikel in Bezug auf die 
Teilchengröße, die Form und deren Ausbeute wurden elektronenmikroskopische Aufnahmen 
von den einzelnen Proben angefertigt und mit Hilfe der Software ImageJ ausgewertet. 
Aussagen bezüglich der Stabilität und der optischen Eigenschaften sowie damit verbunden 
auch der Teilchengeometrien lassen sich anhand von UV-vis-Messungen machen.  
Eines der heutzutage am weitesten verbreiteten Syntheseverfahren für Goldnanopartikel im 
wässrigen Medium ist die Citratreduktion nach Turkevich [Turkevich 1951] und Frens 
[Frens 1973]. Bei dieser Methode wird ein Goldsalz (HAuCl4) mit Hilfe einer 
Natriumcitratlösung bei erhöhten Temperaturen im Wasserbad (70-80°C) reduziert. Dabei 
bilden sich zunächst sehr kleine ikosaedrische Keime, welche dann im fortlaufenden Prozess 
so lange weiterwachsen können, bis es zu einem Abbruch der Reaktion kommt 
[Turkevich 1951, Kumar 2007]. In der Regel tritt dieser Fall ein, wenn entweder das 
Metallsalz oder das Reduktionsmittel (Natriumcitrat) weitestgehend verbraucht wurde.  
Dementsprechend lässt sich die Teilchengröße der entstehenden Goldnanopartikel über das 
Verhältnis zwischen Reduktionsmittel und Goldsalz steuern. Das heißt, mit zunehmendem 
Verhältnis (Reduktionsmittel/Goldsalz) kommt es zur Bildung kleinerer Nanopartikel bzw. 
führt eine Verringerung der Konzentration des Reduktionsmittels zur Bildung größerer 
Partikel [Kumar 2007]. Gleichzeitig übernimmt das Citrat bei diesem Prozess neben der 
reduzierenden Wirkung auch eine stabilisierende Funktion. Insofern geht mit der Zunahme 
der Partikelgröße aufgrund abnehmender Konzentration des Reduktionsmittels auch eine 
Abnahme der Stabilität der Nanopartikel in Lösung einher. Ebenso lässt sich beobachten, dass 
die Teilchengeometrien mit zunehmender Teilchengröße unregelmäßiger werden 
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[Kimling 2006]. Eigene Untersuchungen haben diesbezüglich gezeigt, dass sich diese 
Citratmethode hervorragend zur Herstellung sphärischer Goldnanopartikel im wässrigen 
Medium im Größenbereich von ∅10 nm bis ∅100 nm eignet. Kleinere Goldnanopartikel 
unterhalb von 10 nm Teilchendurchmesser lassen sich dagegen mit dieser Methode nicht 
herstellen. Dafür müssen andere Verfahren mit stärkeren Reduktionsmitteln, wie zum Beispiel 
Tanincitrat [Slot 1985] oder Natriumborhydrid [DiScipio 1996, Hermanson 1996], verwendet 
werden.  
Eine Zusammenstellung der Ergebnisse zur Herstellung sphärischer Goldnanopartikel im 
Größenbereich von ∅3 nm bis ∅50 nm im wässrigen Medium gibt die Abbildung 3.1 wieder. 
Diese kolloidalen Lösungen zeigen am Ende des Herstellungsprozesses aufgrund der 
Plasmonenanregung meist eine charakteristische rote Farbe (Abbildung 3.1 a). Der 
entsprechende Plasmonenpeak einer solchen kolloidalen Nanopartikellösung befindet sich im 
wässrigen Medium in Abhängigkeit von der Teilchengröße im Bereich von 508 nm bis 
560 nm (Abbildung 3.1 d).  
 
 
(a) 
 
 
 
 
(d) (b) 
(c) 
Abbildung 3.1: (a) Durchlichtaufnahme kolloidaler Goldlösungen unterschiedlicher Teilchengröße; (b, c) 
REM-Aufnahmen von Goldnanopartikeln unterschiedlicher Größe, hergestellt mittels Citratmethode; (d) 
zugehörige Extinktionsspektren. 
 
Unterhalb einer Teilchengröße von Ø3 nm zeigen Goldnanopartikel keine Plasmonen-
anregung. In Abhängigkeit von der Teilchengröße und der Stabilisierung durch die jeweiligen 
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Liganden können derartige Goldcluster fluoreszierendes Verhalten aufweisen 
[Varnavski 2010, Jin 2010, Wu 2010]. Anwendungen finden sich im Bereich der Sensorik 
und als Fluoreszenzmarker [Huang 2007, Huang 2009, Chen 2012].  
Neben der Herstellung reiner Nanopartikel aus nur einem Element ist es auch möglich 
sogenannte Alloy-Nanopartikel (Legierungen), bestehend aus mehreren Metallen, in 
wässriger Lösung herzustellen. Dafür gibt es eine Reihe chemischer Reduktionsmittel, wie 
zum Beispiel Borhydrid [Hostetler 1998, Mallin 2002] oder Hydrazin [Chen 2002, Pal 2007]. 
Ausschlaggebend für die Herstellung dieser Alloy-Nanopartikel ist dabei die Lage des 
Redoxpotentials der beiden Metallkomplexe. Im Rahmen dieser Arbeit wurden Gold/Silber-
Nanopartikel über einen einfachen Koreduktionsprozess von Silbernitrat in Anwesenheit von 
Goldchlorid nach einem Verfahren von Link et al. hergestellt [Link 1999c]. Als 
Reduktionsmittel diente Natriumcitrat. Die erzeugten Gold/Silber-Nanopartikel weisen in 
Abhängigkeit von dem Mischungsverhältnis der beiden Edelmetallsalze unterschiedliche 
Zusammensetzungen und damit auch unterschiedliche optische Eigenschaften auf. Dies lässt 
sich sehr anschaulich an der Farbverschiebung der kolloidalen Lösungen beobachten sowie 
anhand der zughörigen Extinktionsspektren im UV-vis-Spektrometer (Abbildung 3.2). 
 
 
(a) 
 
 
(b) 
Abbildung 3.2: (a) Durchlichtaufnahme kolloidaler Au/AgNP Lösungen unterschiedlicher Zusammen-
setzung (xAu kennzeichnet den Goldanteil 0 ≤ xAu ≤ 1); (b) Extinktionsspektren der Au/AgNP Lösungen in 
Abhängigkeit von der molaren Zusammensetzung. 
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Eine weitere Gruppe von Nanopartikeln, die ebenfalls aus mehreren Materialien aufgebaut 
sein können, sind die sogenannten Core-Shell-Strukturen. Derartige Teilchen werden fast 
ausschließlich über mehrstufige Prozessführung, basierend auf den Schritten der 
Teilchenherstellung mit anschließender Beschichtung, erzeugt [Oldenburg 1998, Sun 2004]. 
In Abhängigkeit von den verwendeten Materialien ist es auf diese Weise möglich, eine 
Vielzahl unterschiedlicher Materialeigenschaften miteinander zu kombinieren. In diesem 
Zusammenhang wurde die Beschichtung magnetischer Eisenoxidnanopartikel (∅9 nm bis 
∅20 nm) und von Polystyrolnanopartikeln (∅20 nm bis ∅100 nm) mit Edelmetallen, wie 
zum Beispiel Gold oder Silber, untersucht [Oldenburg 1998, Shi 2005, Pham 2008, 
Chin 2009]. Die Darstellung dieser Core-Shell-Strukturen erfolgte allgemein durch die 
Beschichtung der als Kern dienenden Nanopartikel (Eisen bzw. Polystyrol) mit sehr kleinen 
gegensätzlich funktionalisierten Goldnanopartikeln (∅2 nm bis ∅3 nm). Anschließend 
wurden diese goldbeschichteten Nanopartikel von den überschüssigen nicht gebundenen 
Goldnanopartikeln durch Zentrifugation abgetrennt und für die Ausbildung einer 
geschlossenen Goldschicht mit einer Wachstumslösung aus einer gering konzentrierten 
Goldchloridlösung und einem schwachen Reduktionsmittel versetzt. In Abhängigkeit von der 
Prozessführung ist es dabei möglich, unterschiedliche Teilchengeometrien auf der Oberfläche 
einer Kernstruktur wachsen zu lassen. So zeigen Abbildung 3.3 a und 3.3 b die Ausbildung 
von Core-Shell-Strukturen mit sphärischen bzw. sternenförmigen Goldnanopartikelstrukturen 
auf der Oberfläche von Polystyrolpartikeln. Die Kombination unterschiedlicher Material-
eigenschaften durch die Ausbildung von Core-Shell-Strukturen sollen die Abbildungen 3.3 c 
und 3.3 d verdeutlichen. Dabei handelt es sich um magnetische Eisenoxidnanopartikel als 
Grundstrukturen, die mit Goldnanopartikeln beschichtet wurden, so dass die entstandenen 
Nanopartikel sowohl die Fähigkeit zur Plasmonenanregung als auch magnetische 
Eigenschaften aufweisen [Pham 2008].  
 
 
 
 
 
 
 
 24 
3 Herstellung und Funktionalisierung von Edelmetallnanopartikeln 
 
 
(b) (a) 
(c) (d) 
Abbildung 3.3: Core-Shell Nanopartikelstrukturen; (a, b) Au@PS-Nanopartikel mit unterschiedlicher 
Schichtausbildung; (c, d) Au@Fe3O4-Nanopartikel unter Einwirkung eines äußeren Magnetfeldes. 
 
Neben sphärischen Teilchengeometrien gewinnen heutzutage aufgrund zunehmender 
Beherrschbarkeit der Herstellungsprozesse auch nichtsphärische Nanopartikel immer mehr an 
Bedeutung. Eine Teilchenart mit stetig wachsendem Anwendungspotential sind dabei die 
stäbchenförmigen Nanopartikel [Pérez-Juste 2005, Murphy 2007, Alkilany 2012]. Die 
Herstellung dieser sogenannten Nanorods (NR) erfolgt üblicherweise in einem mehrstufigen 
Verfahren, meist bestehend aus zwei „räumlich“ voneinander getrennten Schritten der 
Keimbildung mit anschließendem Keimwachstum. Mittlerweile existiert eine Vielzahl von 
Verfahren zur Herstellung stäbchenförmiger Nanopartikel, wie zum Beispiel Seeding-
Growth-Prozesse [Jana 2001, Jana 2001b, Park 2006] oder Polyolprozesse [Sun 2002, 
Chen 2004, Chen 2008b]. Die im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten Goldnanorods wurden 
ausschließlich über Seeding-Growth-Prozesse hergestellt, so dass an dieser Stelle etwas 
genauer auf jene Herstellungsvariante eingegangen werden soll. Dieses Verfahren wurde 
erstmals von Murphy et al. in der Literatur beschrieben, wobei die Nanopartikelsynthese unter 
Ausnutzung eines kationischen Tensides (CTAB) und eines schwachen Reduktionsmittels 
(Askorbinsäure) erfolgte [Jana 2001]. Durch verschiedene Zusätze, wie zum Beispiel 
Silbernitrat, lassen sich außerdem die Ausbeute und das Aspektverhältnis (Länge/Breite) der 
entstehenden Nanopartikel gezielt einstellen [Jana 2001c, Nikoobakht 2003, Liu 2005].  
Ausgangspunkt für die Nanorodsynthese bildet die Herstellung sphärischer Goldnanopartikel 
mit Teilchendurchmessern im Bereich von 2 nm bis 3 nm (Seed-Lösung) [Gole 2004]. 
Anschließend werden diese sehr kleinen Nanopartikel einer Wachstumslösung zugesetzt, 
bestehend aus einer Mischung aus Hexadecyltrimethylammoniumbromid (CTAB), 
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Silbernitrat und Askorbinsäure (Growth-Lösung). Die sich ergebenden stäbchenförmigen 
Teilchengeometrien resultieren aus der Zusammensetzung der Wachstumslösung, d.h. aus den 
darin enthaltenen Reagenzien, sowie dem pH-Wert und der Temperatur der Lösung 
[Murphy 2011]. Bei diesem Wachstumsprozess ist CTAB von entscheidender Bedeutung. 
Dieses kationische Tensid zeigt unterschiedliche Affinitäten zu den einzelnen Gitterebenen 
der Metallpartikel, wobei bestimmte Ebenen bei der Anlagerung bevorzugt und somit am 
weiteren Wachstum gehindert werden [Johnson 2002, Grochola 2007]. Darüber hinaus ist 
auch die Reinheit des verwendenden CTAB’s von elementarer Bedeutung für den 
Wachstumsprozess [Gao 2003, Smith 2008]. Diesbezüglich haben eigene Untersuchungen 
gezeigt, dass sich selbst kleinere Unterschiede in der Qualität dieses kationischen Tensids 
innerhalb einer Charge eines Lieferanten mitunter drastisch auf die Reinheit und Ausbeute der 
sich bildenden Goldnanorods auswirken können.  
Eine kurze Zusammenstellung der Ergebnisse zur Herstellung von Goldnanorods mit 
unterschiedlichen Aspektverhältnissen (AR) zeigt die Abbildung 3.4. Im Rahmen dieser 
Arbeit konnten anhand von verschieden geführten Seeding-Growth-Prozessen Goldnano-
partikel mit Aspektverhältnissen von ≥1,1 bis hin zu Aspektverhältnissen von 45 - 50 
hergestellt werden. Das Aspektverhältnis ergibt sich aus den Abmessungen der Längsachse 
bezogen auf die kurze Achse. Die Abmessungen der entsprechenden Nanorods lagen im 
Bereich von 10 nm bis 25 nm für die Breite bzw. 20 nm bis >1 µm für die Länge. 
Insbesondere bei kleineren Goldnanorods mit Aspektverhältnissen im Bereich von ≥1,1 bis 5 
konnte in Abhängigkeit von der Menge an zugesetzter Silbernitratlösung das Aspektverhältnis 
und die Ausbeute der Nanorods während dem Wachstumsprozess gezielt beeinflusst werden. 
Allgemein lässt sich eine Zunahme des Aspektverhältnisses mit zunehmender Menge an 
Silbernitrat beobachten. Dabei kommt es mit steigendem Aspektverhältnis zu einer 
Rotverschiebung der longitudinalen Schwingungsbande (Extinktionsspektren Abbildung 3.4). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 26 
3 Herstellung und Funktionalisierung von Edelmetallnanopartikeln 
 
(a) 
 
 
 
   
(b) (d) 
(c) 
Abbildung 3.4: (a) Farbspektrum der mittels Seeding-Growth-Prozess hergestellten AuNR in Abhängig-
keit vom Aspektverhältnis (AR); (b, c) REM-Aufnahme kurzer AuNR (AR 2.5) und langer AuNR (AR 
45); (d) Extinktionsspektren von Goldnanorods mit unterschiedlichen Aspektverhältnissen. 
  
Obwohl es möglich ist, diese stäbchenförmigen Nanopartikel mit hoher Ausbeute und 
entsprechenden optischen Eigenschaften gezielt herzustellen, besteht ein nicht unerhebliches 
Problem dieses Herstellungsverfahrens in der Reproduzierbarkeit der einzelnen Ergebnisse 
bei unterschiedlichen Ansätzen. Dafür kann eine Reihe zusätzlicher Faktoren, wie zum 
Beispiel die Temperatur oder die Konzentration der Nanopartikel in der Keimlösung (Seed) 
oder auch die Temperatur der Wachstumslösung (Growth), ausschlaggebend sein. So führen 
mitunter kleinste Abweichungen zu geringfügigen Änderungen im Wachstumsprozess der 
Nanorods und daraus resultierend zu Änderungen der optischen Eigenschaften (siehe auch 
Kapitel 2.1.2.3 bzw. Kapitel 2.2.2). Neben der systematischen Einhaltung der Prozess-
parameter während der Nanopartikelsynthese existiert eine Vielzahl weiterer Lösungsansätze, 
wie zum Beispiel Ätzverfahren [Tsung 2006, Zou 2009], Laserbehandlungen [Chang 1999, 
Link 2000] oder nachträglich induzierte Wachstumsverfahren [Song 2005, Kou 2007, 
Tiwari 2007], um die optischen Eigenschaften der erzeugten Nanorods gezielt einzustellen. In 
diesem Zusammenhang bietet eine nachfolgende Temperaturbehandlung der 
Nanopartikellösungen direkt nach dem Herstellungsprozess eine einfache Variante der 
Feinabstimmung [Gou 2005]. Eine Übersicht über entsprechend durchgeführte Versuche zur 
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Temperaturbehandlung einer Goldnanorodlösung in Abhängigkeit von der Behandlungsdauer 
liefert die Abbildung 3.5 bzw. Tabelle 3.1.  
 
 
Abbildung 3.5: UV-vis-Spektren zur Verschiebung der Plasmonenbande in Abhängigkeit von der Zeit  
(T=70°C ). 
 
 
Tabelle 3.1: Übersicht zu den Ergebnissen zur Verschiebung der Plasmonenbande in Abb. 3.5 
Probe Länge [nm] Breite [nm] Aspektverhältnis Anmerkung 
AuNR 0 min 46,22 ± 3,9 12,99 ± 1,2 3,6 ± 0,4 wenig runde AuNP 
AuNR 330 min 47,38 ± 3,8 17,16 ± 1,7 2,8 ± 0,4 viele runde AuNP 
 
Wie aus den Ergebnissen in Abbildung 3.5 hervorgeht, sind diese Änderungen allerdings 
mitunter mit einer Abnahme der Ausbeute an Goldnanorods in der Lösung verknüpft. So 
konnte neben einer Verschiebung der Plasmonenbande und damit verbunden einer Änderung 
des Aspektverhältnisses der Goldnanorods auch ein Anstieg der Konzentration an sphärischen 
Nanopartikeln in der Lösung beobachtet werden. Dies zeigt sich in Abbildung 3.5 
beispielsweise anhand der Zunahme des Absorptionspeaks bei 520 nm bis 530 nm. Die 
entstandenen sphärischen Nanopartikel lassen sich jedoch mit Hilfe eines abschließenden 
Zentrifugationsschrittes von den Goldnanorods wieder abtrennen, so dass eine Aufreinigung 
möglich ist [Sharma 2009].  
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3.2 Funktionalisierung 
3.2.1 Einführung 
Die Anwendung metallischer Nanopartikel als Signalgeber bei der Nachweisführung führt zu 
der Forderung einer gerichteten Funktionalisierung bzw. gezielten Adressierung dieser 
Teilchen, da andernfalls die sinnvoll verwertbare Signalauswertung nur bedingt möglich 
erscheint. Nachfolgend soll unter dem Begriff der Nanopartikelfunktionalisierung die 
Ausbildung einer Hülle oder äußeren Schicht an der Nanopartikeloberfläche verstanden 
werden, die dem einzelnen Teilchen eine entsprechend geartete Interaktion mit seiner 
Umgebung ermöglicht. Dafür stehen heutzutage eine Vielzahl unterschiedlicher Techniken 
und Methoden zur Verfügung [Hermanson 1996]. Diese Verfahren reichen von der 
chemischen oder physikalischen Modifizierung der Nanopartikeloberfläche [Watanabe 2002, 
Tshikudo 2004, Gole 2005, Takahashi 2006, Yu 2007b] bis hin zur Anbindung komplexer 
biologischer Strukturen, wie zum Beispiel von Proteinen [Geoghegan 1977, Roth 1978, Gole 
2005b], DNA [Storhoff 1998, Lee 2007, Wang 2008] oder Antikörpern [Eck 2008, Di 
Pasqua 2009]. Im Hinblick auf das mögliche Wechselwirkungspotential der jeweiligen 
funktionellen Schicht mit anderen Stoffen als dem eigentlichen Analyten gilt es zwischen 
spezifischer und unspezifischer Wechselwirkung zu unterscheiden (Abbildung 3.6).  
 
 
Abbildung 3.6: Beispiele der Funktionalisierung von Goldnanopartikeln. 
  
 
Typische Beispiele unspezifischer Wechselwirkungen können aus der Reaktion über 
Ladungen (funktionelle Gruppen, Polyelektrolyte) oder unspezifisch angelagerten Proteinen 
resultieren. Spezifische Wechselwirkungen lassen sich dagegen beispielsweise über die 
selektive Anbindung von DNA oder Antikörpern mit charakteristischen Erkennungs-
merkmalen  realisieren.  
Neben der Funktionalität einer solchen Beschichtung ist auch in Bezug auf die Anwendung 
im Bereich colorimetrischer Assays, deren Signalgebung bekanntlich auf der Wechselwirkung 
der Nanopartikel untereinander beruht (siehe Kapitel 2.2.4), die Problematik des Teilchen-
Teilchenabstandes bei der Partikelagglomeration und damit als solches die Schichtdicke der 
Funktionalisierung zu berücksichtigen. In diesem Zusammenhang konnte bereits in 
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Kapitel 2.2.3 gezeigt werden, wie sich die Sensitivität sphärischer Goldnanopartikel mit 
zunehmendem Partikelabstand verringert (Abbildung 2.7).  
Ausgehend von der Vielzahl der in der Literatur beschriebenen Verfahren zur 
Funktionalisierung metallischer Nanopartikel, wurden im Verlauf dieser Arbeit verschiedene 
Beispiele ausgewählt und hinsichtlich ihrer Eignung für den Aufbau Nanopartikel-basierter 
colorimetrischer Assays für den jeweiligen Analyten untersucht. Nachfolgend sollen davon 
die wesentlichsten Funktionalisierungsmethoden kurz beschrieben werden.  
 
3.2.2 Unspezifische Wechselwirkung 
Üblicherweise tragen sphärische Goldnanopartikel, die mit Hilfe der Citratreduktion 
hergestellt wurden, nach der Herstellung eine schwache negative Oberflächenladung aufgrund 
der sich ausbildenden Citrathülle [Turkevich 1985]. Sie dient der elektrostatischen 
Stabilisierung der Kolloide. Im Vergleich dazu sind Goldnanorods prozessbedingt durch eine 
Doppellayerschicht aus CTAB geprägt, die diesen Nanopartikeln eine schwache positive 
Oberflächenladung verleiht [Nikoobakht 2001]. Da CTAB allerdings zusätzlich auch auf viele 
biologische Materialien eine toxische Wirkung hat [Connor 2005, Alkilany 2009], ist es 
üblich, die Nanorods vor der Weiterverwendung mitunter mit einer anderen Polymerschicht 
zu belegen. Derartige Beschichtungen von Nanopartikeln lassen sich durch die Zugabe von 
Polyelektrolyten, wie zum Beispiel Polystyrensulfonat oder Poly(allylaminhydrochlorid), zur 
kolloidalen Lösung realisieren [Leonov 2008, Schneider 2004, Liang 2003]. Dadurch weisen 
die Nanopartikel veränderte Eigenschaften beispielsweise hinsichtlich der Oberflächenladung 
oder der Stabilität auf. Ein abschließender Zentrifugationsschritt ermöglicht die Abtrennung 
überschüssigen Polymers von den Kolloiden.  
Eine andere Form der Funktionalisierung ergibt sich durch die Zugabe thiolisierter Spezies 
mit weiteren zusätzlichen funktionellen Gruppen, wie zum Beispiel Mercaptoundecansäure 
[Laaksonen 2006, Thierry 2009] oder Cysteamin [Wang 2008b, Svarovski 2009], wobei die 
Thiolgruppe meist gegen die Goldoberfläche gerichtet ist und die zusätzliche endständige 
Gruppe die Funktionalisierung der Nanopartikel nach außen gewährleistet. Da bei dieser 
Funktionalisierungsmethode die ursprüngliche funktionelle Schicht, sei es die Ionenhülle bei 
sphärischen Goldnanopartikeln oder der Doppellayer für Goldnanorods, durch die 
Thiolgruppen verdrängt wird, geht diese Reaktion bei zu geringer Stabilisierung häufig mit 
einer Destabilisierung der kolloidalen Lösung einher. Um dem entgegenzuwirken empfiehlt 
sich das Arbeiten bei leichtem Überschuss des zu verdrängenden Stabilisators. Abschließend 
lässt sich die Aufreinigung des überschüssigen Materials und der funktionalisierten 
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Nanopartikel meist durch wiederholtes Abzentrifugieren und Wiederauflösen der 
Nanopartikel gewährleisten.  
Etwas aufwendiger gestaltet sich dagegen die Funktionalisierung mit biologischer Spezies wie 
zum Beispiel mit Proteinen. Diese Anbindung kann sowohl über van der Waals-
Wechselwirkungen als auch Sulfid-/Disulfid- oder Aminogruppen am Protein auf der 
Nanopartikeloberfläche erfolgen. Um mögliche Ladungsabstoßungen in Folge gleicher 
Ladungen zwischen Protein und Nanopartikel zu minimieren, ist es möglich, entweder den 
pH-Wert der kolloidalen Lösung zu verändern, häufig empfehlen sich dabei Werte oberhalb 
des isoelektrischen Punktes des anzubindenden Proteins [Goodman 1981, Handley 1983, 
Roe 1987], oder die Oberflächenladungen der Nanopartikel mit einer Polymerbeschichtung 
gezielt zu beeinflussen (siehe oben). Letzteres führt allerdings häufig zu Bindungen zwischen 
Nanopartikel-Polymerhülle und Protein, die überwiegend auf elektrostatischer Basis beruhen 
[Handley 1983, Roe 1987].  
Nach einer entsprechenden Reaktionsdauer zwischen Protein und Nanopartikeln sollte die 
Zugabe kurzkettiger Polymere, wie zum Beispiel PEG 6000 oder PVA, erfolgen. Dieser 
Schritt dient dazu, eventuelle noch vorhandene Lücken in der Proteinhülle abzusättigen und 
die funktionalisierten Nanopartikel vor ungewollter Agglomeration zu schützen. 
Anschließend können die Lösungen wieder abzentrifugiert werden. Nach Möglichkeit 
empfiehlt es sich, den Bodensatz aus funktionalisierten Nanopartikeln in einem 
entsprechenden Puffer unter Zusatz geringer Mengen kurzkettiger Polymere (PEG, PVA) 
aufzulösen. Dies dient einerseits der Stabilisierung der Nanopartikel vor Agglomeration und 
ermöglicht andererseits die Blockierung eventuell verbliebener, nicht vom Protein bedeckter 
Stellen auf der Partikeloberfläche. Gleichzeitig verringert das Wiederauflösen der 
funktionalisierten Nanopartikel in Pufferlösung das Risiko der ungewollten Denaturierung der 
Proteine an der Nanopartikeloberfläche.  
Ein erster wesentlicher Indikator für eine gelungene Funktionalisierung und Stabilisierung der 
Teilchen nach durchgeführter Funktionalisierung bildet meist die sich wieder einstellende 
charakteristische Farbe der kolloidalen Lösung, wie beispielsweise die rötliche Farbe bei 
sphärischen Goldnanopartikeln. Unzureichend stabilisierte Nanopartikel lassen sich dagegen 
entweder gar nicht erst wieder auflösen (festes Pellet am Rand des Reaktionsgefäßes) oder 
weisen danach eine für die Agglomeration typische lila-bläuliche Färbung auf.  
Da bei der Funktionalisierung der Nanopartikel mit Proteinen häufig die zur vollständigen 
Oberflächenbelegung erforderliche Proteinkonzentration anfangs nicht bekannt ist, 
beispielsweise aufgrund unterschiedlicher Teilchengeometrien oder Teilchengrößen im 
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Vergleich zu Standardprotokollen, empfiehlt es sich, stets mit mehreren Ansätzen mit 
unterschiedlicher Verdünnung des jeweiligen Proteins und bei konstanter 
Nanopartikelkonzentration zu arbeiten. Nach der Biofunktionalisierung können diese Proben 
mit Hilfe eines sogenannten Salztests auf ihre Stabilität und damit Oberflächenbelegung 
überprüft werden [Geoghegan 1977]. Dieser Test basiert auf der Zugabe einer 10% NaCl-
Lösung zu einem Teil der Probe, infolgedessen es bei unzureichender Stabilisierung zu einer 
Blaufärbung und damit Destabilisierung kommt.  
Neben der Änderung der Farbe einer Probe ist es auch möglich, Aussagen bezüglich der 
Stabilität und Funktionalisierung anhand der Extinktionsspektren der kolloidalen Lösung vor 
und nach der Funktionalisierung abzuleiten (siehe Abschnitt 2.1.2.4). Wie aus Abbildung 3.7 
hervorgeht, kommt es  beispielsweise mit zunehmender Konzentration des Proteins BSA und 
damit vermeintlicher Belegung der Nanopartikeloberfläche, aufgrund der Änderung des 
Brechungsindex (BSA n = 1,5 - 1,6 [Jung 1998, Raschke 2003]),  zu einer Verschiebung der 
Extinktionsspektren zu höheren Wellenlängen. Zusätzlich zeigt Abbildung 3.7 schematisch 
die dazugehörigen Ergebnisse im Salztest.  
 
 
 
Abbildung 3.7: Extinktionsspektren ∅20 nm großer Goldnanopartikel in Abhängigkeit von der Protein-
konzentration (BSA Gew.%) und dazugehörige Ergebnisse des Salztests (oben). 
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3.2.3 Spezifische Wechselwirkung 
Wie bereits eingangs angesprochen, ist es durch die Verwendung bestimmter Rezeptoren mit 
charakteristischen Erkennungsstrukturen möglich, die Nanopartikel so zu Funktionalisierung, 
dass diese nur zu einem äußerst geringen Teil unspezifisch mit dem Analyten oder anderen 
Stoffen wechselwirken. Damit die entsprechenden Erkennungsmerkmale allerdings frei 
zugängig sind, ist deren gerichtete Anbindung an die Nanopartikeloberfläche ebenso von 
entscheidender Bedeutung. So ist beispielsweise bei Proteinen bekannt, dass diese aufgrund 
einer Vielzahl funktioneller Gruppen auch unspezifisch an Oberflächen binden können (siehe 
Abschnitt 3.2.2), was gleichzeitig zu einer Einschränkung der Funktionalität führen kann 
[Eck 2008, Yu 2007b]. Dies lässt sich durch eine vorhergehende Funktionalisierung der 
Nanopartikeloberfläche, so dass der jeweilige Rezeptor nur noch gezielt angebunden werden 
kann, verringern. Eine entsprechende Möglichkeit ist die kovalente Anbindung über 
funktionelle Gruppen auf der Nanopartikeloberfläche [Hermanson 1996]. Entsprechende 
Verfahren wurden bereits im Abschnitt 3.2.2 vorgestellt. Nachfolgend soll am Beispiel einer 
carboxylierten Goldnanopartikeloberfläche kurz die kovalente Proteinanbindung mittels 
EDC/NHS-Reaktion über frei zugängige Aminogruppen am Protein skizziert werden.  
Abbildung 3.8 zeigt dazu schematisch den Prozessablauf.  
 
 
Abbildung 3.8: Proteinanbindung an Goldnanopartikel über endständige Carboxylgruppen mittels 
EDC/NHS-Reaktion. 
 
Die „Aktivierung“ der Carboxylgruppen und die Anbindung der Proteine erfolgt im Schnitt 
innerhalb von 30 Minuten. Davon entfallen 15 Minuten auf den eigentlichen Prozess der 
Aktivierung der Carboxylgruppen, wobei diese durch die Zugabe von 1-Ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)carbodiimid (EDC) und N-Hydroxysuccinimid (NHS) in einen aktiven 
Zwischenzustand (Aktivester) überführt werden. Da insbesondere die meisten Proteine stets 
sowohl Amino- als auch Carboxylgruppen tragen können, empfiehlt es sich, die Proben vor 
der Zugabe des biologischen Materials zu zentrifugieren (15 min) und die jeweiligen 
Überstände zu verwerfen, um mögliche Carbodiimid induzierte Kreuzreaktionen zwischen 
den Proteinen untereinander auszuschließen. Gleichzeitig gilt es, darauf zu achten, den Anteil 
des Carbodiimids (EDC) nicht zu hoch zu wählen, da es ansonsten auch zu einer 
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Destabilisierung (Blaufärbung) der Nanopartikel kommen kann. Eigene Untersuchungen zur 
Anbindung von Antikörpern haben in diesem Zusammenhang beispielsweise gezeigt, dass 
etwa 1 ml einer carboxylierten Nanopartikellösung mit einer OD von 1,5 mit 10 µl bis 15 µl 
einer 52 mM EDC-Lösung ohne Probleme aktiviert werden kann. Die entsprechend 
erforderlichen Konzentrationswerte des jeweiligen Proteins für eine ausreichende 
Stabilisierung der Nanopartikel lassen sich meist aus den Ergebnissen der unspezifischen 
Funktionalisierung ableiten. Aussagen über eine erfolgreiche Anbindung und Stabilisierung 
der Nanopartikel mit dem jeweiligen Protein sind abschließend erneut anhand der Färbung der 
Lösung bzw. den Ergebnissen der UV-vis-Untersuchung vor und nach der Funktionalisierung 
möglich (siehe Kapitel 3.2.2).  
Für Aussagen bezüglich der biologischen Aktivität der Gold-Protein-Konjugate empfiehlt es 
sich, zusätzliche Tests, wie zum Beispiel einen Dot-Blot-Nachweis oder auch colorimetrische 
Messungen mit dem entsprechenden Analyten, durchzuführen (siehe Kapitel 6.4.1).  
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4.0 Detektion von Ionen  
4.1 Einleitung 
Im nachfolgenden Abschnitt soll der Aufbau eines colorimetrischen Sensorprinzips, basierend 
auf der Funktionalisierung metallischer Nanopartikel mit bakteriellen Zellhüllproteinen 
(S-Layer), beschrieben werden. Diese S-Layer lassen sich in der Regel auf der Zellwand einer 
Vielzahl von Bakterien sowie Archaeen finden und dienen dort beispielsweise zur 
Formgebung, als Schutz vor Umwelteinflüssen, als Molekularsieb oder zur Anheftung der 
Zellen an Oberflächen [Beveridge 1994, Sleytr 1997, Beveridge 1997]. Aufgrund einer 
Vielzahl zur Verfügung stehender funktioneller Gruppen auf der Oberfläche der S-Layer 
bieten sie auch optimale Möglichkeiten zur Bindung von Ionen, Molekülen, Proteinen oder 
Nanopartikeln [Weíner 1994, Egelseer 1996, Pum 1999, Mark 2006]. So konnten bereits 
besondere metallbindende Eigenschaften beispielsweise für Pt, Pd, U, Cu, Au, Ni etc. 
nachgewiesen werden [Mertig 1999, Pollmann 2006, Pollmann 2007]. Ferner besteht die 
Möglichkeit durch einfache genetische Modifizierungen das Spektrum der funktionellen 
Gruppen und damit letztlich der Eigenschaften des Zellhüllproteins gezielt zu variieren und 
einzustellen [Sleyter 2007].  
Obwohl diese Biopolymere bereits für eine Vielzahl nanobiotechnologischer und 
biomimetischer Anwendungen beschrieben wurden [Sleytr 1997b, Sleytr 2007, 
Neubauer 1996, Taga 1994, Raff 2003, Schreiter 2006], bilden diese Arbeiten den ersten 
Ansatz zum Aufbau eines colorimetrischen Nachweisverfahrens mit S-Layer-Nanopartikel-
konjugaten. Die speziellen Eigenschaften dieses Sensorprinzips sollen am Beispiel des 
Haldenisolates Lysinibacillus sphaericus JG-A12 und der Wechselwirkung mit Arsen(V) 
(Natriumarsenatlösung) beschrieben werden.   
 
4.2 S-Layer-Aufbereitung 
Die Herstellung der S-Layer erfolgte allgemein über die Aufzucht der Bakterien mit 
anschließender Isolierung und Aufreinigung der Hüllproteine. Die Aufbereitung der S-Layer-
Assemblate (Sheets) zu Oligomer- oder Monomeruntereinheiten wurde zum einen über die 
Absenkung des pH-Werts der Lösungen mit verdünnter Salzsäure auf einen Wert von 3,5  
realisiert (Oligomere) und zum anderen durch die Zugabe von Guanidiniumhydrochlorid zur 
Stammlösung mit anschließender Dialyse gegen Ethylendiamintetraacetat (Monomere) (siehe 
Abbildung 4.1 a). Die detaillierten Angaben zur Präparation der einzelnen S-Layer und deren 
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Modifikationen können mitunter etwas voneinander abweichen. Im Rahmen dieser Arbeit 
wurden die Hüllproteine des Lysinibacillus sphaericus JG-A12 [Raff 2002], des 
Lysinibacillus sphaericus NCTC 9602 [Raff 2002] sowie des Geobacillus stearothermophilus 
ATCC 12980 [Blecha 2005] untersucht. Da von diesen drei Hüllproteinen das Haldenisolat 
des Lysinibacillus sphaericus (JG-A12) die besten Resultate in Bezug auf die 
Funktionalisierung der Goldnanopartikel und die Sensitivität gegenüber dem Analyten 
(Natriumarsenatlösung) aufwies, soll im Folgenden auch überwiegend auf diese Ergebnisse 
eingegangen werden. Abbildung 4.1 zeigt dazu die Ergebnisse der dynamischen 
Lichtstreuung zur Bestimmung der Partikelgröße für die unterschiedlichen Modifikationen 
des S-Layers.  
 
 
 
(a) 
(b) 
Abbildung 4.1: (a) Schematische Darstellung zur Herstellung verschiedener S-Layer Modifikationen;  
(b) Ergebnisse der Teilchengrößenbestimmung verschiedener S-Layer Modifikationen mittels DLS am 
Beispiel des Haldenisolates Lysinibacillus sphaericus JG-A12. 
 
Diese Ergebnisse in Abbildung 4.1 bestätigen die einzelnen Annahmen. So neigen die 
S-Layer im unbehandelten Zustand bei pH 6 zur Bildung größerer Strukturen mit 
Abmessungen im Bereich einiger 1000 nm (sog. Sheets). Eine Absenkung des pH-Werts in 
den sauren Bereich (pH 3,5) führt dagegen zu einer Verringerung der Partikelgröße. Die 
durchschnittliche Größe der Partikel liegt für diesen Fall um die 20 nm bis 30 nm, was in etwa 
einer Einheitszelle (einem Tetramer) entsprechen könnte [Raff 2002]. Die Zerlegung der 
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S-Layer in die Monomereinheiten führt zur Bildung von Partikeln mit Abmessungen im 
Größenbereich von 10 nm bis 20 nm (Mittelwert 16 nm).  
 
4.3 Biofunktionalisierung der Nanopartikel 
Die Funktionalisierung der Goldnanopartikel mit S-Layern erfolgte generell unspezifisch über 
die Absorption der Proteine an der Goldnanopartikeloberfläche (siehe Abschnitt 3.2.2). Um 
ungewollte Änderungen der Modifikation bzw. die Reassemblierung der jeweiligen S-Layer 
während des Funktionalisierungsschrittes auszuschließen, wurden die Goldnanopartikel-
lösungen vor der Zugabe der S-Layer anstelle auf den isoelektrischen Punkt direkt auf den 
pH-Wert der zu verwendenden S-Layer-Lösung eingestellt. Das heißt, da die Herstellung von 
Monomeren als auch Oligomeren häufig bei niedrigen pH-Werten im sauren Bereich erfolgte, 
mussten die Goldnanopartikellösungen mit einer 0,1 M Salzsäurelösung auf die 
entsprechenden pH-Werte angeglichen werden. Bei dem Gebrauch von Sheets war dieser 
Abgleich dagegen häufig nicht erforderlich, da die verwendeten S-Layer meist mit pH-Werten 
zwischen 5 und 6 im pH-Bereich der Goldnanopartikellösungen lagen. Zur Untersuchung der 
optimalen S-Layer-Konzentration für die Nanopartikelfunktionalisierung wurden vorab 
Experimente mit verschiedenen Konzentrationen des jeweiligen S-Layers bei 
gleichbleibender Goldnanopartikelkonzentration durchgeführt. Als Kontrolle für die 
ausreichende Stabilisierung der Nanopartikel durch die S-Layer diente der Salztest mit 
10 % Natriumchloridlösung (siehe Kapitel 3.2.2). Anschließend wurden nur die S-Layer 
funktionalisierten Goldnanopartikel für die Hauptexperimente verwendet, die im Salztest 
stabil waren.  
Im Rahmen dieser Arbeit wurde die S-Layer-Funktionalisierung von sphärischen Goldnano-
partikeln im Größenbereich von ∅20 nm bis ∅50 nm untersucht. Als S-Layer wurden 
Präparate des Lysinibacillus sphaericus JG-A12 sowie des Lysinibacillus sphaericus NCTC 
9602 und des Geobacillus stearothermophilus ATCC 12980 jeweils in den unterschiedlichen 
Modifikationen als Monomere, Oligomere und Sheets verwendet. 
Die Abbildungen 4.2 a bis 4.2 c zeigen am Beispiel des JG-A12 TEM-Aufnahmen zur 
Funktionalisierung der Goldnanopartikel mit unterschiedlichen Modifikationen des 
Hüllproteins.  
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Abbildung 4.2: Goldnanopartikel, funktionalisiert mit S-Layern (JG-A12) unterschiedlicher Modifikation 
(a) Momere; (b) Oligomere; (c) Sheets. 
 
Sowohl für die Funktionalisierung mit Monomeren als auch mit Oligomeren lassen sich 
deutlich die Konturen einer Hülle im Nanometerbereich um die Goldnanopartikel erkennen. 
Zusätzlich durchgeführte Streulichtmessungen (DLS) an diesen Proben belegen eine 
Zunahme der Teilchengröße entsprechend der Größe des jeweiligen S-Layers. Das heißt, am 
Beispiel eines ∅20 nm Goldnanopartikels kam es nach Absorption beispielsweise der Oligo-
merstruktur des JG-A12 mit durchschnittlich etwa 20 nm Abmessung (siehe Abbildung 4.1) 
zu einer Vergrößerung der zu messenden Partikelgröße (Nanopartikel + Hülle) auf 60 nm. 
Dagegen ließ sich erwartungsgemäß bei der Verwendung der deutlich größeren S-Layer-
Sheets keine solche Hülle beobachten (siehe Abbildung 4.2 c). Ausgehend von den 
Ergebnissen der dynamischen Lichtstreuung an reinen S-Layer-Sheets, die bereits 
Abmessungen deutlich oberhalb von 1000 nm aufweisen, war zu erwarten, dass derartige 
Strukturen eher als Template für die Abscheidung von Nanopartikeln fungieren [Mark 2006]. 
Aus dem Grund wurden diese Strukturen auch bei den weiterführenden Experimenten zur S-
Layer gestützten Nanopartikelsensorik (siehe Abschnitt 4.4) weitestgehend verworfen.  
Den Einfluss der S-Layer-Funktionalisierung auf die Oberflächenladung der Goldnanopartikel 
am Beispiel des JG-A12 zeigen die Ergebnisse der Zetapotentialmessungen in Abbildung 4.3.  
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Abbildung 4.3: Zetapotentialmessungen an AuNP sowie an Monomeren und Oligomeren des Hüllproteins 
JG-A12 und an deren Konjugaten. 
 
Im Falle der sphärischen Goldnanopartikel weisen die Nanopartikel, bedingt durch den 
Herstellungsprozess und die damit verbundene Citratstabilisierung, eine negative Nettoladung 
auf. Der S-Layer JG-A12 ist dagegen unabhängig von der jeweiligen Modifikation durch die 
Aufbereitung bei saurem pH-Wert durch eine positive Nettoladung geprägt. Der 
isoelektrische Punkt des S-Layers liegt bei einem pH-Wert von 5,1 – 5,2 [Pollmann 2005].   
Bei der Funktionalisierung der Goldnanopartikel werden die negativen Citrationen an der 
Nanopartikeloberfläche durch den S-Layer verdrängt, so dass die Nanopartikel nach der 
Anbindung des S-Layers eine positive Nettoladung aufweisen (siehe Abbildung 4.3).  
 
4.4 Colorimetrischer Nachweis von Arsen 
Ausgehend von der Eigenschaft bestimmter S-Layer, verschiedene Ionen verstärkt zu binden 
[Matys 2010], sollte durch die Kombination mit metallischen Nanopartikeln der Aufbau eines 
colorimetrischen Nachweisverfahrens für diese entsprechenden Ionen untersucht werden. 
Sphärische Goldnanopartikel mit ihrem charakteristischen Plasmonensignal und der teils 
einfach zu funktionalisierenden Oberfläche (siehe Abschnitt 4.3) bieten dabei ideale 
Voraussetzungen für den Aufbau eines Demonstrators. Bereits in Abschnitt 4.3 wurden die 
Ergebnisse zur Struktur der Goldnanopartikelfunktionalisierung mit S-Layern am Beispiel des 
Lysinibacillus sphaericus JG-A12 präsentiert. So ist es möglich, diesen S-Layer in drei 
unterschiedlichen Modifikationen zu präparieren und die Goldnanopartikel in der Lösung 
damit zu funktionalisieren bzw. zu stabilisieren. Anschließend wurden die entsprechend mit 
Monomeren, Oligomeren bzw. Sheets funktionalisierten Goldnanopartikel stets bei gleicher 
Nanopartikelkonzentration mit unterschiedlichen Konzentrationen einer Natrium-
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arsenatlösung (Na2HAsO4) versetzt. Sowohl bei Monomer funktionalisierten als auch mit 
Sheets stabilisierten Goldnanopartikeln ließen sich allerdings keine Signaländerungen 
beobachten. Signifikante Änderungen des Plasmonensignals in Folge der Wechselwirkung 
mit Arsenkomplexen traten lediglich bei der Kombination aus Oligomerstrukturen und 
Goldnanopartikeln auf.  
Eine entsprechende Zusammenfassung der Ergebnisse für sphärische 20 nm Goldnanopartikel 
in Wechselwirkung mit unterschiedlichen Konzentrationen der Natriumarsenatlösung zeigt 
die Abbildung 4.4.  
 
 
 
(a) 
(b) 
Abbildung 4.4: Wechselwirkung S-Layer funktionalisierter AuNP (∅20 nm) mit Na2HAsO4, 
(a) colorimetrischer Assay; (b) UV-vis-Messungen. 
 
Wie anhand der Ergebnisse in Abbildung 4.4 ersichtlich ist, kommt es in Abhängigkeit von 
der Konzentration der Natriumarsenatlösung zu Änderungen des Plasmonensignals. Diese 
Veränderungen treten in Form spektraler Verschiebungen bzw. Farbverschiebungen auf. Im 
konkreten Fall der Oligomer funktionalisierten ∅20 nm großen Goldnanopartikel lassen sich 
Änderungen im Konzentrationsbereich des Analyten von 17 µM bis 8 mM beobachten. 
Sowohl oberhalb als auch unterhalb dieses Konzentrationsbereichs kommt es dagegen zu 
keinen signifikanten Signaländerungen. Eine deutliche Farbänderung der Lösung von rot nach 
blau, aufgrund der Agglomeration der Nanopartikel in Lösung, tritt bei einer Konzentration 
des anionischen Arsenkomplexes von 0,17 mM auf (siehe Abbildung 4.4 a). Die 
dazugehörigen UV-vis-Spektren zeigen in diesem Fall einen deutlich verbreiterten Peak, der 
gegenüber den anderen Konzentrationen zu höheren Wellenlängen verschoben ist (λ=550 nm, 
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Abbildung 4.4 b). Mit weiter zunehmender Konzentration der Natriumarsenatlösung kehrt 
dieser Peak wieder in seine ursprüngliche Ausgangslage, d.h. wie bei der Referenzprobe ohne 
Zusatz des Analyten, zurück (λ=520 nm). Obgleich hier nicht dargestellt, lässt sich eine 
signifikante Verschiebung des Absorptionsmaximums in den UV-vis-Spektren bis zu einer 
Konzentration von 8 mM beobachten (λ=523 nm). In diesem Zusammenhang legen diese 
Ergebnisse die Schlussfolgerung nahe, dass der Effekt der Partikelagglomeration in Lösung 
nicht mehr auftritt bzw. nicht mehr so verstärkt auftritt wie bei der Konzentration am 
Farbumschlagspunkt (0,17 mM). Insofern muss es zu einer Stabilisierung des Systems 
gekommen sein.  
Im Hinblick auf die Erhöhung der Nachweisgrenze unter Verwendung größerer 
Goldnanopartikel (siehe Abschnitt 2.1.2.2) wurde auch die Wechselwirkung ∅50 nm großer 
Goldnanopartikel, die mit Oligomeren des Hüllproteins (JG-A12) funktionalisiert wurden, mit 
unterschiedlichen Konzentrationen an Natriumarsenatlösung untersucht. Eine Zusammen-
stellung dieser Ergebnisse zeigt die Abbildung 4.5.  
 
 
 
(a) 
(b) 
Abbildung 4.5: Wechselwirkung S-Layer funktionalisierter AuNP (∅50 nm) mit Na2HAsO4, 
(a) colorimetrischer Assay; (b) UV-vis-Messungen. 
 
Auch für den Fall der ∅50 nm Goldnanopartikel kommt es in Abhängigkeit von der 
Ionenkonzentration zu Änderungen des Plasmonensignals. Allerdings treten diese 
Änderungen in einem niedrigeren Konzentrationsbereich von 0,17 µM bis 17 µM auf. 
Deutliche Farbverschiebungen von rot nach blau lassen sich im Bereich von 17 µM bis 
1,7 µM beobachten (siehe Abbildung 4.5 a). Darüber hinaus zeigen die gemessenen Spektren 
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bis zu einer Konzentration von 0,17 µM Änderungen im spektralen Verlauf. Allerdings 
weniger in Form einer Peakverschiebung wie für sphärische 20 nm Goldnanopartikel, sondern 
einer Peakverbreiterung bzw. einem flacheren Abfall des Plasmonenpeaks in Richtung 
höherer Wellenlängen (siehe Abbildung 4.5 b).  
Zum Vergleich, ob es sich bei den zu beobachtenden Signaländerungen JG-A12 
funktionalisierter Goldnanopartikel in Wechselwirkung mit unterschiedlichen 
Konzentrationen des Arsenkomplexes um ein spezifisches Signal handelt, wurden diese 
Untersuchungen auch mit verschiedenen S-Layern durchgeführt. Sowohl mit dem Hüllprotein 
des Lysinibacillus sphaericus NCTC 9602 als auch mit dem S-Layer des Geobacillus 
stearothermophilus ATCC 12980 war es nicht möglich, vergleichbare Signaländerungen zu 
beobachten.  
Des Weiteren sollte der Einfluss des Ladungszustands der Nanopartikel auf die 
Wechselwirkung mit dem Analyten (Natriumarsenatlösung) untersucht werden. Zu diesem 
Zweck wurden ∅20 nm Goldnanopartikel mit einem Polyelektrolyten (Poly-allylamin 
Hydrochlorid, PAH) und mit Cysteamin funktionalisiert. Anschließend wurden die unter-
schiedlich positiv geladenen Goldnanopartikel analog der bisherigen Versuchsdurchführung 
mit unterschiedlichen Konzentrationen des Analyten versetzt. Eine kurze Zusammenfassung 
dieser Ergebnisse zeigt die Abbildung 4.6. 
 
 
Abbildung 4.6: Colorimetrischer Nachweis einer Konzentrationsreihe von Na2HAsO4 mit unterschiedlich 
positiv geladenen Goldnanopartikeln (∅20 nm). 
 
Wie aus den Ergebnissen in Abbildung 4.6 hervorgeht, treten auch bei den chemisch 
funktionalisierten Goldnanopartikeln in Abhängigkeit von der Konzentration des anionischen 
Arsenkomplexes Signaländerungen auf. So lässt sich vor allem bei Cysteamin 
funktionalisierten Goldnanopartikeln oberhalb einer Konzentration des Analyten von 1,7 mM 
ein sehr deutlicher Farbumschlag von rot nach lila-blau beobachten. Unterhalb dieser 
Konzentration kommt es dagegen zu keinen spektralen Verschiebungen bzw. Farb-
umschlägen. Das Gleiche gilt auch für die mit Polyelektrolyten funktionalisierten 
Goldnanopartikel, wenn auch die spektrale Verschiebung nicht ganz so ausgeprägt erscheint 
wie für die Cysteamin funktionalisierte Nanopartikel. Verglichen mit den Ergebnissen der 
S-Layer funktionalisierten Goldnanopartikel zeigen diese Proben nachweisliche Reaktionen 
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mit dem Analyten stets erst bei höheren Analytkonzentrationen. Gleichzeitig erscheint dieser 
Farbumschlag als Folge der Partikelagglomeration über einen deutlich größeren 
Konzentrationsbereich ausgedehnt als bei S-Layer funktionalisierten Goldnanopartikeln, da es 
sogar noch bei der maximal untersuchten Konzentration von 170 mM zu Farbänderungen in 
der Lösung kommt. 
Ausgehend von den Ergebnissen zur Wechselwirkung S-Layer funktionalisierter Gold-
nanopartikel mit anionischen Arsenkomplexen ergeben sich eine Reihe von Fragen, die im 
Folgenden etwas genauer betrachtet werden sollen.  
Eine zentrale Fragestellung bildet dabei die Anbindung des Arsenanionenkomplexes an das 
Zellhüllprotein JG-A12 und die daraus resultierende konzentrationsabhängige Reaktion der 
Nanopartikel untereinander. Obwohl im Rahmen dieser Arbeiten verschiedene S-Layer-
Nanopartikelkonjugate hinsichtlich ihrer Wechselwirkung mit anionischen Arsenkomplexen 
untersucht wurden, zeigte lediglich die Kombination aus JG-A12 Oligomer funktionalisierten 
Goldnanopartikeln derartig signifikante Ergebnisse für diese Art der Anionen. Das legt eine 
gewisse spezifische Wechselwirkung des Zellhüllproteins mit dem Arsenanionenkomplex 
nahe. Aus der Literatur sind bereits ähnliche Beispiele für diesen S-Layer für die Bindung von 
Platin-, Palladium-, Uran- oder Goldkomplexen bekannt [Raff 2002, Wahl 2003, 
Merroun 2005, Jankowski 2010]. Diese Wechselwirkungen lassen sich auf eine Reihe 
bindungsrelevanter funktioneller Gruppen, wie zum Beispiel NH2, NH, OH, CO, COOH, SH 
und PO4, die allgemein auf der Oberfläche von Hüllproteinen zu finden sind, zurückführen 
[Beveridge 1994, Doyle 1980, Morgan 1985, Collins 1992]. Die Bindungsmechanismen sind 
dabei hoch komplex. Nicht selten erfolgt die Anbindung des jeweiligen Komplexes über 
mehrere funktionelle Gruppen [Raff 2002]. Lediglich die typische Bindung des 
Arsenkomplexes über SH-Gruppen [Hansen 2004] lässt sich bereits ausschließen, da die 
Thiolgruppen unter den gewählten Bedingungen vorzugsweise als Disulfidbrücken vorliegen 
und somit für Bindungen nicht zur Verfügung stehen [Raff 2002]. Außerdem ist aus 
Sequenzierungsanalysen der S-Layer-Struktur bekannt, dass dieser keine schwefelhaltigen 
Gruppen aufweist [Jankowski 2010]. Andere für die Wechselwirkung in Frage kommende 
Gruppen wären NH2 oder NH, die stets in ausreichender Menge auf der Oberfläche der 
Hüllproteine präsent sind [Raff 2002], aber auch Austauschwechselwirkungen mit PO4-
Gruppen wären durchaus denkbar. Die Wechselwirkung des anionischen Arsenkomplexes mit 
positiv geladenen Goldnanopartikeln konnte bereits am Beispiel Amino- bzw. PAH- 
funktionalisierter Goldnanopartikel gezeigt werden (siehe Abbildung 4.6).  
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Des Weiteren könnte auch die räumliche Anordnung der funktionellen Gruppen zueinander 
auf dem Hüllprotein im Hinblick auf die Ausbildung von Bereichen, in denen es zur 
Konzentration bestimmter Ladungen (elektrostatische Ladungsdomänen) kommt, eine nicht 
unerhebliche Rolle bei der Wechselwirkung spielen. In diesem Zusammenhang wäre es 
vorstellbar, dass sich der S-Layer JG-A12 in seiner Domänenstruktur durch eine größere 
Anzahl positiver Ladungsdomänen von anderen untersuchten Zellhüllproteinen unterscheidet.  
Derartige Untersuchungen, wie auch die entsprechenden Bindungsmechanismen des 
Arsenanionenkomplexes mit JG-A12, sind allerdings immer noch Gegenstand aktueller 
Forschungen, so dass es nach bisherigem Erkenntnisstand nicht möglich ist, abschließende 
Aussagen zu treffen. Dies führt dazu, dass auch die sich anschließende Frage nach der 
Wechselwirkung der Nanopartikel untereinander bei bestimmten Analytkonzentrationen, die 
zu einer Agglomeration und damit verbunden teils signifikanten Signaländerungen 
(Blaufärbung) geführt haben, nur ansatzweise zu beantworten ist. So ist bekannt, dass unter 
den gegebenen Versuchsbedingungen bei pH 3,5 bis pH 4 der anionische Arsenkomplex 
einwertig vorliegt [Mkandawire 2003]. Zugleich belegen die Zetapotentialmessungen, dass 
sowohl S-Layer als auch S-Layer-Nanopartikelkonjugate unter diesen Bedingungen 
überwiegend durch eine positive Nettoladung gekennzeichnet sind (siehe Abschnitt 4.3, 
Abbildung 4.3). In diesem Zusammenhang deuten die Ergebnisse auf eine unspezifische 
Wechselwirkung der Nanopartikel mit zunehmender Analytkonzentration hin. Abbildung 4.7 
veranschaulicht die entsprechenden Zusammenhänge als Modell.  
 
Abbildung 4.7: Modell zur Wechselwirkung S-Layer funktionalisierter Goldnanopartikel in Abhängigkeit 
von der Anionenkonzentration. 
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Zunächst liegen die S-Layer funktionalisierten Goldnanopartikel fein verteilt in der 
Ausgangslösung vor und werden durch die positive Nettoladung gegenseitig abgestoßen. Mit 
der Zugabe des Analyten, einem anionischen Komplex, und dessen Wechselwirkung mit dem 
Hüllprotein kommt es zu einer Absättigung der Ladungszentren, was letztlich zu einer 
Verringerung der abstoßenden Kräfte der Nanopartikel untereinander führt. Zugleich resultiert 
daraus eine Abnahme der Abschirmlänge (Debye-Länge bzw. Debye-Radius) der 
Goldnanopartikel. Die Wahrscheinlichkeit der Wechselwirkung der Nanopartikel steigt und 
damit auch die Agglomerationswahrscheinlichkeit. In Abhängigkeit von der Größe der 
gebildeten Agglomerate, das heißt, wie dicht die Nanopartikel gepackt sind, resultiert die 
Kopplung der Plasmonen und somit die Intensität der Farbverschiebungen (siehe 
Kapitel 2.2.3). In den jeweils zu beobachtenden Fällen der abrupten Farbumschläge von rot 
nach blau sowohl für ∅20 nm als auch ∅50 nm Goldnanopartikel kommt es zur Bildung sehr 
großer Nanopartikelagglomerate. Dagegen setzt bei relativ hohen Analytkonzentrationen eine 
Stabilisierung der Goldnanopartikel ein, da der Überschuss an Anionen eine Umladung der 
Goldnanopartikel bewirkt.  
Ausgehend von dieser Modellvorstellung lassen sich nun auch die unterschiedlichen 
Ergebnisse in Abhängigkeit von der Funktionalisierung der Goldnanopartikel mit Monomeren 
oder Oligomeren deuten. Unter der Annahme einer kompletten Oberflächenbelegung der 
Nanopartikel mit dem Hüllprotein in beiden Fällen (siehe Abschnitt 4.3), geht aus den 
Zetapotentialmessungen klar hervor, dass Monomer stabilisierte Goldnanopartikel eine 
wesentlich geringere positive Nettoladung gegenüber Oligomer funktionalisierten 
Nanopartikeln aufweisen. Dies lässt sich auf unterschiedliche Anlagerungen an die 
Nanopartikeloberfläche zurückführen und damit verbunden auf mögliche Änderungen in der 
Zugängigkeit funktioneller Gruppen oder räumlicher Ladungsverteilung (stereochemische 
Effekte) bzw. der Ladungsdomänen in Abhängigkeit von der Verwendung von Monomeren 
oder Oligomeren.  
Bezogen auf die Stabilisierung der Nanopartikel und deren Wechselwirkung untereinander, 
nach der Zugabe des gegensätzlich geladenen anionischen Komplexes, zeigten die 
Experimente, dass es bei deutlich niedrigeren Analytkonzentrationen zur Agglomeration der 
Nanopartikel kommt. In diesem Zusammenhang wäre es denkbar, dass der Umschlagspunkt 
durch die Wahl der Abstände der einzelnen Messpunkte verfehlt wurde oder außerhalb der 
untersuchten Skala liegt. Des Weiteren könnte auch der Einfluss der S-Layer-Präparation eine 
wesentliche Rolle gespielt haben. Wie in Abschnitt 4.2 beschrieben, wurden die 
Monomereinheiten des S-Layers JG-A12 in Anwesenheit von EDTA präpariert. Dabei 
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handelt es sich um einen Komplexbildner, der bevorzugt mit mehrwertigen Kationen 
wechselwirkt und sich an die Oberfläche von S-Layern anheftet. In diesem Zusammenhang 
wäre es interessant zu klären, welchen Einfluss die Anwesenheit von EDTA auf die 
Anlagerung des anionischen Arsenkomplexes hat bzw. wie sich aufbereitete Monomere ohne 
EDTA verhalten.  
Noch deutlicher wird der Einfluss der Oberflächenfunktionalisierung und damit verbunden 
der freien Ladungszentren am Beispiel PAH oder Cysteamin funktionalisierter 
Goldnanopartikel in Wechselwirkung mit dem anionischen Arsenkomplex. Wie die 
Ergebnisse gezeigt haben, kommt es in diesem Fall erst bei deutlich höheren 
Analytkonzentrationen zum Farbumschlag. So führt die Zunahme freier Oberflächenladungen 
auf der Nanopartikeloberfläche zu einer Erhöhung der Stabilität bzw. zu einer höheren 
erforderlichen Konzentration an entgegengesetzt geladenen Ionen, um die Nanopartikel zu 
destabilisieren.  
Im Hinblick auf die Erhöhung der Sensitivität und eine Verschiebung der Nachweisgrenze zu 
kleineren Analytkonzentrationen wurde der Einfluss der Nanopartikelgröße untersucht. Die 
Abbildung 4.8 zeigt eine mögliche messtechnische Umsetzung der Signalauswertung der 
Versuchsreihen für Ø20 nm und Ø50 nm S-Layer funktionalisierte Goldnanopartikel. In 
dieser Darstellung wurde die relative Änderung der Intensität (Extinktion) der gemessenen 
UV-vis-Spektren in Abhängigkeit von der Analytkonzentration bei festen Wellenlängen 
aufgetragen. Die Auswahl der Wellenlängen erfolgte in Abhängigkeit von dem Bereich der zu 
beobachtenden Signaländerungen des Plasmonenpeaks (siehe Abb. 4.4 b bzw. 4.5 b).  
 
 
Abbildung 4.8: Relative Änderung der Intensität in Abhängigkeit von der Arsenkonzentration für 
Ø20 nm und Ø50 nm S-Layer funktionalisierte AuNP. 
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Die Bestimmung der Konzentration ionischer Analytkomplexe mittels optischer 
Extinktionsmessung an kolloidalen Goldnanopartikellösungen geht von folgenden 
Voraussetzungen aus: 
1. Als Messsignal wird die Verschiebung des Plasmonenpeaks der kolloidalen Lösung am 
Instabilitätspunkt der Lösung benutzt.  
2. Die Instabilität wird durch die Kompensation der Coulomb-Abstoßung der 
funktionalisierten Goldnanopartikel bei einer kritischen Konzentration von ionischen 
Analytkomplexen mit entgegengesetzter Ladung ausgelöst. 
3. Die kritische Analytkonzentration nimmt mit wachsendem Durchmesser der Nanopartikel 
proportional zur Abnahme der spezifischen Oberfläche (proportional 
1/Teilchendurchmesser) der geladenen Goldnanopartikel ab.  
4. Bei vorgegebener Größe der Nanopartikel kann die Analytkonzentration der Messprobe 
aus der Auswertung einer entsprechenden Verdünnungsreihe zur Bestimmung der 
kritischen Analytkonzentration bestimmt werden. 
5. Die Messung der Verschiebung des Extinktionspeaks kann mit größerer Empfindlichkeit 
bei Wahl der konstanten Wellenlänge fern vom Maximum der Extinktion (Peak) erfolgen.  
6. Neben der Verschiebung des Extinktionspeaks bei kritischen Konzentrationen kann auch 
die Verbreiterung der Extinktionskurve bei Analytkonzentrationen unterhalb der 
kritischen Konzentration für die Signalgewinnung herangezogen werden. Die Ausbildung 
von kleinen Clustern ( ) großer Goldnanopartikel (≥  Ø50 nm) führt bereits zu einer 
Verbreiterung des Extinktionspeaks der Ausgangslösung. In Abhängigkeit von der Lage 
der für die Auswertung zu betrachtenden festen Wellenlänge, ist diese Verbreiterung als 
ein Anstieg der Extinktion bei einer Messung mit konstanter Wellenlänge nachweisbar. 
2≥n
Die Darstellung 4.8 veranschaulicht die Abnahme der kritischen Analytkonzentration mit 
wachsendem Teilchendurchmesser der Goldnanopartikel. Änderungen in den optischen 
Spektren treten bei Goldnanopartikeln mit einer Größe von ∅20 nm über einen 
Konzentrationsbereich des Analyten von 8 mM bis 170 µM auf (Abbildung 4.8 gestrichelte 
Linien) und bei ∅50 nm Nanopartikeln von 17 µM bis 0,17 µM. Die in Abbildung 4.8 zu 
beobachtende Aufweitung des Messsignals für ∅50 nm Goldnanopartikel, resultiert aus dem 
zunehmenden Einfluss kleinerer Cluster ( ) mit steigender Partikelgröße auf das 
Plasmonensignal des Gesamtsystems. In diesen Fällen verursacht bereits das Auftreten 
einzelner kleiner Cluster Änderungen des Plasmonensignals (bspw. Peakverbreiterung), die 
mit den Signaländerungen im Bereich des Farbumschlages vergleichbar sind. 
2≥n
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Die Erhöhung der Sensitivität in Abhängigkeit von der Größe der Goldnanopartikel lässt sich 
im Wesentlichen auf eine Abnahme der Nanopartikelkonzentration in Lösung zurückführen. 
So resultiert eine Änderung der Teilchengröße von ∅20 nm auf ∅50 nm bei gleichbleibender 
optischer Dichte in einer Verringerung der Konzentration der Nanopartikel in der Lösung 
etwa um den Faktor 15. Gleichzeitig verringert sich durch die Abnahme der Teilchenanzahl in 
der Lösung die Anzahl möglicher Zusammenstöße der Nanopartikel, was sich letztlich auch 
in der zu beobachtenden Erhöhung der Reaktionszeit mit zunehmender Teilchengröße 
widerspiegelt. Dementsprechend können vergleichbare Extinktionskurven nur bei konstanter 
Teilchengröße und Reaktionszeit ermittelt werden. 
Tabelle 4.1 zeigt eine Gegenüberstellung des Verhältnisses von Analyt- und 
Nanopartikelkonzentration in der Lösung für die beiden Partikelgrößen. Die Bereiche, in 
denen es zum Farbumschlag kam, sind rot markiert.  
 
Tabelle 4.1: Konzentrationsverhältnis Analyt zu Goldnanopartikel in Abhängigkeit von der Teilchen-
größe (Bereiche des Farbumschlags rot dargestellt) 
∅ AO-NP [nm2] 17 mM 1,7 mM 0,17mM 17 µM 1,7 µM 0,17µM 1,7 nM 
20
 
5·1017 2,8·107 2,8·106 2,8·105 2,8·104 2,8·103 2,8·102 2,8·101
50
 
1,7·1017 4,3·108 4,3·107 4,3·106 4,3·105 4,3·104 4,3·103 4,3·102
 
Wie aus dieser Darstellung ersichtlich wird, liegen in beiden Fällen die Ionen des Analyten im 
deutlichen Überschuss gegenüber den Goldnanopartikeln vor. Die zu beobachtenden 
Farbumschläge treten sowohl für ∅20 nm als auch für ∅50 nm Nanopartikel nahezu an 
gleicher Stelle im Bereich von 105:1 bis minimal 104:1 auf.  
Des Weiteren gilt es, auch den Einfluss der funktionellen Schicht zu berücksichtigen. So lässt 
sich zum Beispiel beim Übergang von 20 nm zu 50 nm Teilchengröße unter Berücksichtigung 
der abnehmenden Teilchenkonzentration eine Verringerung der Gesamtoberfläche um das 
2,8-Fache errechnen. Unklar ist in diesem Zusammenhang die Art der Anlagerung des 
S-Layers an die Goldnanopartikeloberfläche in Abhängigkeit von den Teilchenradien. 
Anzunehmen wäre eine zunehmend flächigere Anbindung der Oligomerstrukturen mit 
zunehmender Partikelgröße gegenüber einer punktuellen Anlagerung bei sehr kleinen 
Teilchen. Diesen Effekt und die sich daraus ergebenden möglichen Änderungen bei der 
Zugängigkeit einzelner Wechselwirkungsbereiche des S-Layers für den Analyten gilt es in 
weiterführenden Experimenten genauer zu untersuchen.  
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Ein weiterer Effekt, den es bei der Signalauswertung zusätzlich zur bereits diskutierten 
Verschiebung des Farbumschlagsbereichs in Abhängigkeit von der Teilchengröße und der 
Nanopartikelkonzentration zu berücksichtigen gilt, ist die Zunahme der Plasmonenkopplung 
benachbarter Nanopartikel mit steigender Partikelgröße über größere Distanzen (siehe 
Abschnitt 2.2.3). So geht aus den Ergebnissen der UV-vis-Messungen hervor, dass es bei 
kleineren Goldnanopartikeln (∅20 nm) bei hohen Konzentrationen des Analyten im Bereich 
kleiner Clusterbildung bzw. Paarbildungen lediglich zu geringfügigen spektralen 
Verschiebungen kommt und der Bereich maximaler Verschiebung mit Farbumschlag 
ausschließlich bei einer Vielzahl großer Agglomerate in Lösung auftritt. Anders als bei 
größeren Goldnanopartikeln (∅50 nm) finden sich aufgrund der hohen Konzentration der 
Nanopartikel in Lösung dagegen mit weiter abnehmender Analytkonzentration, d.h. im 
Bereich einiger weniger Agglomerate mit einer Vielzahl separierter Nanopartikel, keine 
weiteren Anhaltspunkte für Änderungen im Verlauf der optischen Spektren (siehe 
Abbildung 4.4). Zum Vergleich ∅50 nm Nanopartikel zeigen bei niedrigeren 
Konzentrationen eine Peakverbreiterung. Erst mit zunehmender Konzentration des Analyten 
kommt es zu deutlichen Peakverschiebungen, verbunden mit einem Farbumschlag der Lösung 
(siehe Abbildung 4.5). Diese Beobachtungen lassen sich, wie bereits angedeutet, auf die 
Kopplung der Plasmonen und die Nanopartikelkonzentration in der Lösung zurückführen. 
Bereits in Abschnitt 2.2.3 (Partikelwechselwirkungen) wurde in Beziehung 2.13 auf die 
Bedeutung der Plasmonenkopplung in Abhängigkeit vom verwendeten Teilchendurchmesser 
hingewiesen. So führt eine Verringerung der Nanopartikelgröße bei annähernd 
gleichbleibender Dicke der funktionellen Schicht zu einer Abnahme der Signalverschiebung 
und damit zu der geringfügigen spektralen Verschiebung, wie es am Beispiel der ∅20 nm 
Goldnanopartikel zu beobachten ist. Bei größeren Goldnanopartikeln bewirkt die verbesserte 
Kopplungsfähigkeit der Plasmonen dagegen eine Aufweitung des Nachweisbereichs, da auch 
bereits kleinere Agglomerate aus wenigen Nanopartikeln bei ausreichender Zahl zu einer 
deutlichen Signaländerung beitragen können. In diesem Zusammenhang führt eine Erhöhung 
der Teilchengröße von derzeit ∅20 nm bzw. ∅50 nm auf ∅100 nm Goldnanopartikel, 
funktionalisiert mit JG-A12, zu einer weiteren Verschiebung der Nachweisgrenze im Falle 
des anionischen Arsenkomplexes allein für den Farbumschlag auf einen Bereich von 1,7 µM 
bis 0,17 µM. Allerdings ergeben sich mit zunehmender Teilchengröße auch einige Nachteile. 
So nimmt mit zunehmender Teilchengröße die Bandweite der Plasmonenschwingung zu 
(siehe Abschnitt 2.1.2.2). Gleichzeitig können bereits geringfügige Ansätze der 
Teilchenagglomeration in Lösung zu teils deutlichen Änderungen des Signals beitragen, so 
 49
4 Detektion von Ionen 
dass es zu einem Verschmieren des Messsignals der Ausgangslösung kommt, was die 
Signalauswertung erschwert. Ferner nimmt aufgrund der abnehmenden Teilchenkonzentration 
und Teilchenbeweglichkeit in der Lösung auch die Reaktionsgeschwindigkeit ab.  
Kleinere Goldnanopartikel haben dagegen den Vorteil, dass sie bei geringfügigem Zusatz des 
Analyten relativ unempfindlich reagieren und deutliche Signaländerungen, wie zum Beispiel 
Farbumschläge in Lösung, in scharf definierten Bereichen auftreten. Gleichzeitig läuft die 
Reaktion schneller ab.  
Der mit Abbildung 4.8 vorgestellte Ansatz zur messtechnischen Umsetzung der 
Signalauswertung eignet sich auch zur Konzentrationsbestimmung einer unbekannten Probe. 
So bald die nachweisbare Extinktionszunahme signifikanter als der statistische Fehler der 
Einzelmessung ist (Fehlerbalken), kann die Bestimmung der Analytkonzentration unter Bezug 
auf eine zuvor erstellte Referenzkurve für eine festgelegte Reaktionszeit und 
Nanopartikelgröße anhand einer Verdünnungsreihe erfolgen (Abbildung 4.9). 
 
 
Abbildung 4.9: Beispiel zur messtechnischen Umsetzung für die Bestimmung der Analytkonzentrationen  
unbekannter Proben über eine Verdünnungsreihe (X… Ausgangskonzentration der unbekannten Probe). 
 
Hierbei sind zwei Messmoden zu unterscheiden. Ist der Wert der Analytkonzentration in der  
auszuwertenden Probe größer als die kritische Analytkonzentration (Probe 1), kommt es mit 
einsetzender Verdünnung zunächst zu einem Anstieg der Extinktion. Das Maximum der 
Verdünnungskurve kann unter Rückgriff auf eine Referenzkurve mit bekannter 
Ausgangskonzentration zur Kalibrierung der aktuellen Messung gewählt werden. Ist der Wert 
der Analytkonzentration in der auszuwertenden Probe kleiner als die kritische 
Analytkonzentration (Probe 2), kommt es mit einsetzender Verdünnung stets zu einem Abfall 
der Extinktion. Das Erreichen eines charakteristischen Grenzwertes oberhalb des 
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asymptotischen Plateaus für extrem kleine Analytkonzentrationen kann in diesem Fall zur 
Kalibrierung der aktuellen Messung gewählt werden. Die diesem Grenzwert zuzuordnende 
Analytkonzentration stellt zugleich den Minimalwert der nachweisbaren Konzentration des 
Analyten in der ursprünglichen Messprobe dar. Für das in Abbildung 4.8 dargestellte Beispiel 
einer Messung mit Ø50 nm Goldnanopartikeln, ergibt sich somit eine nachweisbare 
Minimalkonzentration von etwa 5x10-8 M.  
 
4.5 Zusammenfassung 
Ausgehend von der Eigenschaft bakterieller Zellhüllproteine, gezielt verschiedene Metalle 
oder Metallkomplexe binden zu können, wurde ein colorimetrisches Nachweisverfahren für 
Arsen(V) entwickelt. Aus einer Reihe untersuchter Hüllproteine zeigten die Oligomer-
strukturen des Lysinibacillus sphaericus JG-A12 sowohl bei der Stabilisierung als auch bei 
der Funktionalisierung der Goldnanopartikel im Hinblick auf die sensorische Anwendung mit 
Arsen(V) die besten Ergebnisse. In Abhängigkeit von der verwendeten Teilchengröße war es 
möglich, die Nachweisgrenze für den mit bloßem Auge sichtbaren Farbumschlag bis zu einer 
Konzentration des Arsenkomplexes von 1,7 µM herabzusetzen (240 ppb). Zum Vergleich, 
handelsübliche colorimetrische Nachweisverfahren haben eine Nachweisgrenze von 1 ppb bis 
30 ppb [Kinniburgh 2002, Rahman 2002]. Nicht selten sind dabei aber zusätzliche 
Messgeräte, wie zum Beispiel Absorptionsspektrometer, für die Signalauswertung 
erforderlich. In diesem Zusammenhang war es möglich anhand von UV-vis-Messungen den 
Arsenkomplex bis zu einer Konzentration von 24 ppb nachzuweisen. In Kombination mit 
einer nachfolgenden Signalauswertung deuten die Ergebnisse bei der Messung mit Ø50 nm 
Goldnanopartikeln gar auf einen erreichbaren Grenzwert von 7 ppb hin.  
Weitere Untersuchungen mit anderen bakteriellen Hüllproteinen haben gezeigt, dass sich 
dieses System neben Arsen auch ohne weiteres auf andere Ionen bzw. Ionenkomplexe, wie 
zum Beispiel Kupfer, Platin, Indium, Yttrium oder Nickel, übertragen lässt. Die Kombination 
mit anderen Nachweisverfahren, wie der UV-vis-Spektroskopie (siehe Abschnitt 4.4) oder der 
dynamischen Lichtstreuung [Kalluri 2009], könnte zudem eine weitere deutliche Steigerung 
der Sensitivität bedeuten.  
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5.0 Colorimetrischer Nachweis nanoskaliger Dendrimere  
5.1 Einleitung 
Im Folgenden sollen die einzelnen Mechanismen und Abläufe bei der Agglomeration 
metallischer Nanopartikel mit einem Analyten im Teilchengrößenbereich von 1 nm bis 5 nm 
und die damit verbundenen Änderungen der optischen Eigenschaften sowie des optischen 
Signals der Nanopartikel untersucht werden. Als Modellsystem wurde dafür die Interaktion 
chemisch modifizierter Goldnanopartikel mit Dendrimeren unterschiedlicher Generation 
ausgewählt. Allgemein zeichnen sich Dendrimere durch eine wohl definierte chemische 
Struktur mit einer gut einstellbaren Größe, Reaktivität und Funktionalität aus. Ferner weisen 
die bei diesen Versuchen verwendeten glykosylierten Poly(Propylene Imine)-Dendrimere 
(PPI) keine optische Aktivität, wie zum Beispiel Streuung oder Absorption, in dem zu 
betrachtenden spektralen Bereich auf, was die Signalinterpretation erleichtert. Für diese 
Versuche wurden Oligosaccharid modifizierte PPI-Dendrimere der zweiten bis fünften 
Generation verwendet. Entsprechend des Substitutionsgrades der randständigen 
Wasserstoffatome der äußeren Hülle mit den Oligosaccharideinheiten (Maltose oder 
Maltotriose) wird zwischen dicht gepackten (dense shell) und weniger dicht gepackten (open 
shell) Strukturen unterschieden (Abbildung 5.1).  
 
 
Abbildung 5.1: Struktureller Aufbau eines Poly(Propylene Imine)-Dendrimers (PPI), dense u. open shell. 
 
5.2 Colorimetrischer Assay 
Die Funktionalisierung der metallischen Nanopartikel erfolgte nach der Herstellung mittels 
11-Mercaptoundecansäure (siehe Kapitel 3.2.2). Dadurch wiesen die Teilchen eine 
carboxylierte Oberfläche mit negativer Oberflächenladung auf. Die Versuche wurden sowohl 
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mit sphärischen Silber- bzw. Goldnanopartikeln unterschiedlicher Größe als auch mit 
Gold/Silber-Alloy-Nanopartikeln unterschiedlicher Zusammensetzung und mit Goldnanorods 
durchgeführt. Der Aufbau des colorimetrischen Nachweisverfahrens erfolgte, ausgehend von 
einem Analyten mit mehreren Bindungsstellen, entsprechend dem Prinzip der spezifisch 
gesteuerten Agglomeration (siehe Kapitel 2.2.4). Bei einer typischen Versuchsreihe wurden 
mehrere Ansätze metallischer Nanopartikel gleicher Konzentration (0,9 nM) mit 
unterschiedlichen Verdünnungen des zu betrachtenden Dendrimers (0,4 mM bis 2x10-6 mM) 
gemischt. Anschließend erfolgte die optische Charakterisierung der einzelnen Reaktionen 
sowohl anhand des Farbumschlages der Lösungen als auch mit Hilfe eines UV-vis-
Spektrometers (Carry50 bzw. Carry100). Die Abbildungen 5.2 a und 5.2 b zeigen 
Zusammenfassungen der Ergebnisse zum Farbumschlag am Beispiel ∅20 nm großer 
Goldnanopartikel in Abhängigkeit von der Dendrimerkonzentration, der Generation und des 
Substitutionsgrades (dense bzw. open shell PPI).  
 
(a) (b) 
Abbildung 5.2: Colorimetrischer Nachweis von PPI-Dendrimeren der 2ten bis 5ten Generation für 
unterschiedliche Dendrimerkonzentrationen mit sphärischen Goldnanopartikeln (∅20 nm, 0,9 nM, pH 6), 
(a) open shell-Dendrimere; (b) dense shell-Dendrimere. 
 
Wie aus den beiden Abbildungen 5.2 a und 5.2 b hervorgeht, treten bei diesen Versuchen 
Farbänderungen der kolloidalen Goldlösungen in Folge der Agglomeration der Nanopartikel 
bei Analytkonzentrationen im Bereich von 0,4 mM bis 2x10-6 mM auf. Das Farbspektrum 
reicht dabei von rosa, grau/blau bis lila. Unterhalb einer Konzentration von 2x10-5 mM kommt 
es für diese Beispiele unabhängig von der Generation oder dem Substitutionsgrad der 
Dendrimere zu keiner weiteren Farbveränderung der kolloidalen Lösungen. Allerdings nimmt 
der Konzentrationsbereich, innerhalb dessen es eine Farbverschiebung von rot nach 
blau/grau/lila geben kann, mit zunehmender Generation der verwendeten Dendrimere zu. So 
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lässt sich bei open shell-Dendrimeren der zweiten Generation (Abbildung 5.2 a), bis auf eine 
leichte rosa Verfärbung bei einer Konzentration von 2x10-2 mM, ansonsten in dem zu 
betrachtenden Konzentrationsbereich keine eindeutig signifikante Farbänderung beobachten. 
Demgegenüber kommt es bei open shell-Dendrimeren der fünften Generation über weite 
Bereiche zu Farbänderungen (von 2x10-2 bis 2x10-5 mM). Noch deutlicher wird dieser Effekt 
der Aufweitung des Konzentrationsbereichs mit zunehmender Generation bei dense shell-
Dendrimeren. Ausgehend von einem schmalen Bereich für Dendrimere der zweiten und 
dritten Generation (von 2x10-2 bis 2x10-4 mM) lässt sich der Farbumschlag bei den Vertretern 
der vierten und fünften Generation nahezu über den gesamten untersuchten 
Konzentrationsbereich beobachten. Lediglich bei einer Konzentration von 2x10-2 mM bis 
2x10-3 mM kommt es bei dense shell-Dendrimeren der vierten und fünften Generation nach 
der Zugabe zu keinen Farbänderungen der kolloidalen Lösungen. Damit unterscheiden sie 
sich deutlich von den open shell-Dendrimeren, die diesen Effekt nicht zeigen.  
Erste genauere Erkenntnisse zu den ablaufenden Prozessen, die bei der Mischung der 
Dendrimere mit den carboxylierten Goldnanopartikeln auftreten, lassen sich aus den UV-vis-
Spektren ableiten. Die Abbildung 5.3 zeigt dazu exemplarisch eine Zusammenstellung 
gemessener Ergebnisse für open und dense shell-Dendrimere der fünften Generation.  
 
(a) (b) 
Abbildung 5.3: UV-vis-Spektren carboxylierter AuNP gemischt mit Dendrimeren der fünften Generation, 
(a) open shell-Struktur PPI; (b) dense shell-Struktur PPI. 
 
Im Ausgangszustand ohne die Zugabe von Dendrimeren zeigen die Goldnanopartikel im UV-
vis-Spektrum eine charakteristische Bande mit einem Maximum bei 529 nm. In Abhängigkeit 
von der Zugabe der Dendrimere kommt es sowohl bei den open (Abbildung 5.3 a) als auch 
bei den dense shell-Dendrimeren (Abbildung 5.3 b) analog der Farbänderung der kolloidalen 
Lösungen (siehe Abbildung 5.2 a bzw. 5.2 b) zu einer Verschiebung der Plasmonenbande in 
den Spektren. Diese Verschiebung tritt bei den weniger stark substituierten Dendrimeren 
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(open shell) überwiegend bei sehr kleinen Konzentrationswerten (2x10-5 mM) auf. Aufgrund 
der Agglomeration der Nanopartikel in der Lösung kommt es zu einer deutlichen 
Peakverschiebung zu höheren Werten (λ=561 nm) und einer Peakverbreiterung. Mit weiter 
zunehmender Dendrimerkonzentration nimmt diese Verschiebung ab und die 
Plasmonenbande kehrt wieder in ihre Ausgangslage zurück. Dies entspricht einem fein 
verteilten Zustand der Goldnanopartikel in der Lösung. Eine messbare minimale 
Verschiebung des Plasmonenpeaks von 1 nm bis 2 nm wie in diesem Fall deutet zwar auf die 
Anwesenheit der Dendrimere in der näheren Umgebung der Nanopartikel hin, offensichtlich 
übernehmen sie aber eine stabilisierende Funktion.   
Demgegenüber kommt es bei den stärker substituierten Dendrimeren (dense shell), wie schon 
angesprochen, über weite Konzentrationsbereiche zu Peakverschiebungen. So lässt sich 
analog wie bei den open shell-Dendrimeren bei sehr geringen Dendrimerkonzentrationen 
(2x10-5 mM) ein breiter Peak bei etwa λ=602 nm beobachten, der auf eine Agglomeration der 
Nanopartikel in der Lösung hindeutet. Auch eine Erhöhung der Konzentration (2x10-2 mM)  
führt bei dense shell-Dendrimeren zunächst zu einer Rückkehr des Peaks in die Ausgangslage 
(λ=531 nm), was sich ebenfalls anhand der Rotfärbung der Lösung beobachten lässt. Das 
heißt, die zuvor bei niedrigeren Konzentrationen (<2x10-2 mM) zu beobachtende 
Agglomeration der Nanopartikel in der Lösung wird aufgehoben und es kommt zu einer 
Stabilisierung der kolloidalen Lösung. Erst bei höheren Konzentrationen (>2x10-2 mM) setzt 
die Agglomeration der Nanopartikel in der Lösung wieder ein. Allerdings deuten die 
Ergebnisse der UV-vis-Messungen darauf hin, dass sich die gebildeten Agglomerate von 
denen niedriger Dendrimerkonzentrationen (2x10-5 mM) unterscheiden. So zeigt der 
entsprechende Kurvenverlauf in Abbildung 5.3 b anstelle eines breiten Peaks ein 
Absorptionsmaximum bei hohen Wellenlängen (λ=639 nm) und einen kleineren Peak bzw. 
eine Schulter im Bereich der Ausgangslage bei 530-540 nm. Damit erinnert das Spektrum 
eher an stäbchenförmige bzw. im Falle mehrerer sphärischer Goldnanopartikel an 
kettenförmige Strukturen (siehe Kapitel 2.1.2.3) mit einer transversalen und einer 
longitudinalen Mode [Zhang 2008b]. Dies belegen auch die zugehörigen SEM-Aufnahmen in 
Abbildung 5.3 für hohe dense shell-Dendrimerkonzentrationen (0,4 mM).  
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Abbildung 5.4: SEM Aufnahmen von Goldnanopartikeln mit dense und open shell-Dendrimeren bei 
unterschiedlichen Konzentrationen. 
 
Gleichzeitig veranschaulicht diese Zusammenstellung noch einmal die dicht gepackten 
Agglomerate der Goldnanopartikel bei niedrigen Dendrimerkonzentrationen und den Zustand 
der Nanopartikelseparierung bei mittleren Konzentrationen (2x10-2 mM), sowohl für dense als 
auch für open shell-Dendrimere (siehe Abbildung 5.4).  
Ähnliche Ergebnisse lassen sich auch bei anderen Versuchen mit sphärischen Gold/Silber-
Alloy-Nanopartikeln unterschiedlicher Größe sowie mit stäbchenförmigen Goldnanopartikeln 
beobachten. Eine kleine Zusammenstellung dieser Ergebnisse für die Wechselwirkung dieser 
Nanopartikel mit open und dense shell-Dendrimeren der vierten Generation zeigen die 
Abbildungen 5.5 a und 5.5 b. 
 
(b) (a) 
Abbildung 5.5: Colorimetrischer Nachweis von PPI-Dendrimeren der vierten Generation mit NP 
unterschiedlicher Größe, Form und Zusammensetzung (xAu… Goldanteil von Au/Ag-Alloy-NP), (a) open 
shell-Dendrimere; (b) dense shell-Dendrimere. 
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Wie bereits in den vorangegangenen Abschnitten für sphärische Goldnanopartikel diskutiert, 
tritt der Effekt der Destabilisierung und damit verbunden der Farbumschlag der kolloidalen 
Lösungen in Wechselwirkung mit open shell-Dendrimeren erst bei niedrigen Konzentrationen 
und in einem sehr eng begrenzten Konzentrationsbereich auf (≤2x10-4 mM). Dabei zeigen 
sphärische und stäbchenförmige Nanopartikel nahezu gleiches Verhalten (siehe 
Abbildung 5.5 a). Gut erkennbar ist auch der Einfluss der Teilchengröße der Nanopartikel am 
Beispiel der ∅40 nm Gold/SilberAlloy-Nanopartikel mit einer Zusammensetzung von 50% 
Gold bzw. 50% Silber. So führt allgemein eine Zunahme der Teilchengröße zu einer 
Verschiebung der Nachweisgrenze zu niedrigeren Werten (siehe Kapitel 2.2). In diesem Fall 
kommt es auch bei sehr geringen Dendrimerkonzentrationen (2x10-6 mM) noch zur 
Agglomeration, was sich in Abbildung 5.5 a gut anhand der orangenen Färbung der 
kolloidalen Lösung für diese Probe erkennen lässt. Hierzu tragen auch die veränderte 
Materialzusammensetzung sowie geringfügige Unterschiede in der Nanopartikelkonzentration 
mit bei.  
Auch in Wechselwirkung mit den dense shell-Dendrimeren (Abbildung 5.5 b) ergeben sich 
kaum signifikante Unterschiede im Vergleich zu den Ergebnissen mit sphärischen Goldnano-
partikeln (Abbildung 5.2 b). Wie bereits erörtert, lassen sich zwei voneinander getrennte 
Konzentrationsbereiche beobachten, in denen es zu Farbumschlägen kommt. In einem 
mittleren Bereich von 2x10-2 mM bis 2x10-3 mM tritt dagegen keine Agglomeration und damit 
auch keine Farbänderung auf. Lediglich bei den Versuchen mit Goldnanorods (siehe 
Abbildung 5.5 b) lassen sich diese Farbumschläge nicht so eindeutig beobachten, obwohl die 
zugehörigen Ergebnisse der UV-vis-Messungen ganz klar entsprechende Peakverschiebungen 
belegen (Abbildung 5.6).  
 
 
(a) (b) 
Abbildung 5.6: UV-vis-Spektren carboxylierter AuNR (AR=3.5) gemischt mit Dendrimeren der vierten 
Generation, (a) open shell-Struktur PPI; (b) dense shell-Struktur PPI. 
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Ein Grund für diese geringen Farbänderungen trotz erfolgter Agglomeration ist sicherlich die 
Lage der longitudinalen Plasmonenbande. Mit einem Maximum bei 766 nm (siehe 
Abbildung 5.6) für Goldnanorods ohne die Zugabe eines Dendrimers befindet sich der Peak 
bereits deutlich am äußeren Rand des sichtbaren Spektralbereiches, der mit dem menschlichen 
Auge noch wahrzunehmen ist. Kommt es in Folge der Agglomeration der Nanorods in der 
Lösung zu Peakverschiebungen zu höheren Wellenlängen oder Peakverbreiterungen, wie 
beispielsweise bei einer Dendrimerkonzentration von 2x10-5 mM (λ=910 nm), so ist das für 
das menschliche Auge nicht mehr erkennbar. Eine dennoch dabei zu beobachtende 
Farbänderung der Lösung in Richtung blau-grau-schwarz lässt sich anhand des drastischen 
Anstiegs der Streuung mit zunehmender Agglomeratgröße begründen. Obwohl die mit dem 
UV-vis-Spektrometer zu messenden Peakverschiebungen für Goldnanorods (PPI=2x10-5 mM, 
∆λ=150 nm) mitunter deutlicher ausfallen können als bei sphärischen Goldnanopartikeln 
(PPI=2x10-5 mM, ∆λ=70 nm), erscheinen diese Nanopartikel zum Aufbau eines 
colorimetrischen Sensors eher ungeeignet.  
Nachfolgend sollen die wesentlichen Mechanismen, die bei der Wechselwirkung der 
Nanopartikel mit den Dendrimeren zur Agglomeration und Strukturbildung beitragen, etwas 
eingehender untersucht werden.  
 
5.3 Theoretische Betrachtungen zum Agglomerationsverhalten 
Einen theoretischen Ansatz für die Betrachtungen zum Agglomerationsverhalten der 
Goldnanopartikel in Lösung liefert die DLVO-Theorie (Derjaguin, Landau, Verwey, 
Overbeek -Theorie), die die Stabililtät kolloidaler Systeme, basierend auf der 
Wechselwirkung anziehender und abstoßender Kräfte zwischen den in der Lösung 
befindlichen Teilchen, beschreibt. Ein entsprechendes totales Wechselwirkungspotential (Vtot) 
lässt sich wie folgt angeben:  
 WBvdWelectot VVVV ++=  . (5.1) 
Es ergibt sich aus dem Potential für die elektrostatische Wechselwirkung der Teilchen (Velec), 
dem Potential resultierend aus den van-der-Waals Kräften (VvdW) und auftretenden 
kurzreichweitigen Wasserstoffbrückenbindungen (VWB).  
  (5.2)      ))2(exp(1ln(2 20 araVelec −−+Ψ⋅= κπεε
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Anhand der Rahmenversuchsbedingungen wie dem Teilchenradius der eingesetzten 
Nanopartikel R und der verwendeten Dendrimerkonzentration cDen lässt sich der effektive 
Partikelradius a, das Potential an der Oberfläche der Nanopartikel Ψ, der Abstand zweier 
benachbarter Teilchen r, die Debye-Abklinglänge κ sowie die Konzentration c*, bei der die 
Nanopartikel komplett mit Dendrimeren belegt sind, abschätzen. Eine Zusammenfassung der 
einzelnen Berechnungsschritte befindet sich im Anhang B. Andere Größen wie die Hamaker-
konstante A (A=2,5x10-19 J), die Permeabilitiät des Mediums εε0 (εε0=7,08x10-10 As/Vm) 
sowie die Oberflächendichte νWB (νWB=4*1018 m-2), die Energie EWB (EWB=3,6x10-20 Ws) und 
die Abklinglänge h (h=0,2 nm) der Wasserstoffbrückenbindungen wurden mit Hilfe von 
Literaturangaben ermittelt [Gosh 2007].  
Anhand der Berechnungen zum Wechselwirkungspotential lässt sich das Stabilitätsverhältnis 
W für die Nanopartikel in Lösung bestimmen [Hunter 2000]:  
 ∫∞==
a
tot
s
f
r
drkTrVaR
RW
2
2)/)(exp(2  . (5.5) 
Dieses Verhältnis beschreibt die Potentialbarriere zwischen den Nanopartikeln, die es im 
Falle der Agglomeration der Teilchen zu überwinden gilt. Es ergibt sich aus dem Verhältnis 
der Stoßfrequenz der kolloidalen Teilchen in der Lösung Rf und der Rate Rs, mit der die 
zwischen den Teilchen existierende Potentialbarriere überwunden werden kann.  
Eine grafische Darstellung dieser Beziehung in Abhängigkeit von der Dendrimer-
konzentration zeigt die Abbildung 5.7 für drei verschiedene Beispiele.  
 
 
Abbildung 5.7: Stabilitätsverhältnis kolloidaler Goldnanopartikel mit dense shell (η=0 bzw. η=0,3) und 
open shell (η=1,2) Dendrimerfunktionalisierung in Abhängigkeit von der Dendrimerkonzentration. 
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Der Faktor η in Abbildung 5.7 kennzeichnet die Dendrimerstruktur bzw. die Ladung des 
Dendrimers in Abhängigkeit von dessen Struktur (open shell oder dense shell):  
 
NP
DenD σ
ρη ⋅−=  . (5.6) 
Nach Gleichung 5.6 ergibt sich dieser Wert η aus der negativen Oberflächenladungsdichte der 
metallischen Nanopartikel (σNP), der positiven Ladungsdichte des Dendrimers (ρDen) sowie 
dem Gesamtdurchmesser des Dendrimers (D). Ein niedriger Wert für η (η=0 bzw. η=0,3) 
entspricht einer dense shell-Dendrimerstruktur und ein hoher η-Wert steht für open shell-
Dendrimere (η=1,2). Wie aus Abbildung 5.7 hervorgeht, ergeben sich in Abhängigkeit von 
der Ladung des Dendrimers und der Konzentration somit unterschiedliche Verläufe für das 
Stabilitätsverhältnis W der Nanopartikel in Lösung. Zusätzlich zu den einzelnen 
Kurvenläufen wurde in Abbildung 5.7 mit Wkrit. ein Bereich eingezeichnet, der den Zustand 
einer stabilen kolloidalen Lösung (W > Wkrit) und den der Nanopartikelagglomeration in 
Lösung (W < Wkrit) voneinander unterscheidet. Nach Hunter erstreckt sich dieser kritische 
Stabilitätsbereich von 1010 < Wkrit < 1013. Allerdings ergibt sich aufgrund der exponentiellen 
Abhängigkeit des Stabilitätsverhältnisses von der Energiebarriere keine starke Abhängigkeit 
von der speziellen Wahl von  in diesem Bereich [Hunter 2000].  kritW
Generell geht aus Abbildung 5.7 hervor, dass sowohl unter Verwendung von open shell- als 
auch von dense shell-Dendrimeren das Stabilitätsverhältnis mit zunehmender 
Dendrimerkonzentration zunächst abnimmt. Mit dem Unterschreiten des kritischen 
Stabilitätsbereichs (W < Wkrit) infolge der Umladung ( 0≠η ) oder Ladungsabschirmung 
( 0=η ) beginnen die Nanopartikel in der Lösung zu aggregieren. Dies tritt sowohl bei dense 
shell- als auch bei open shell-Dendrimeren auf. Allerdings verschiebt sich der Übergang mit 
zunehmendem Substitutionsgrad bzw. stärkerer Ladungsabschirmung des jeweiligen 
Dendrimertyps zu höheren Dendrimerkonzentrationen. Das heißt, unter Verwendung von 
open shell-Dendrimeren (η=1,2) wird die kritische Potentialbarriere eher erreicht als bei 
dense shell-Dendrimeren (η=0,3 bzw. η=0). Dieses Verhalten lässt sich auf eine Verringerung 
der elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen den Nanopartikeln mit zunehmender 
Dendrimerbeschichtung zurückführen. Durch eine Eigenladung der Dendrimere wird dieser 
Effekt zusätzlich verstärkt und zu geringeren Konzentrationen verschoben. Auch im weiteren 
Verlauf ergeben sich daraus Unterschiede für das Stabilitätsverhältnis W in Abhängigkeit von 
der Dendrimerstruktur. So kommt es unter Verwendung von open shell-Strukturen mit weiter 
ansteigender Dendrimerkonzentration aufgrund der positiven Ladung der Dendrimere zu 
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einem erneuten Anstieg des Stabilitätsverhältnisses, was mit dem Überschreiten der kritischen 
Potentialbarriere zu einer Stabilisierung der Nanopartikel in Lösung führt. Bei dense shell-
Dendrimeren mit vollständiger Ladungsabschirmung (η=0) verbleibt die Kurve für W 
aufgrund der zunehmenden Abschirmung der Ladungen der Goldnanopartikel dagegen 
unterhalb des kritischen Bereichs. Die starke Ladungsabschirmung führt zur Aggregation der 
Nanopartikel, so dass diese nicht wieder in einen stabilen Zustand überführt werden können. 
Eine gesonderte Situation ergibt sich unter Verwendung von Dendrimeren mit geringer 
Ladung (η=0,3). In diesem Fall kommt es mit zunehmender Konzentration noch einmal zu 
einer kurzzeitigen Stabilisierung der Nanopartikel in Lösung, was sich im Diagramm durch 
einen Anstieg und die Einstellung überkritischer W-Werte bei einer Dendrimerkonzentration 
von 10 bis etwa 20 zeigt. Die weitere Konzentrationserhöhung führt anschließend analog wie 
bei dense shell-Dendrimeren mit vollständiger Ladungsabschirmung, aufgrund des 
Abklingens der Coulombwechselwirkung mit zunehmendem effektivem Teilchenradius zur 
Agglomeration der Nanopartikel in Lösung.  
Insofern stimmen diese theoretischen Betrachtungen mit den experimentellen Befunden 
überein (siehe Abschnitt 5.2).  
Um anschließend die Frage nach der Bildung der unterschiedlichen Aggregationsformen, wie 
sie im Experiment zu beobachten waren, genauer zu beantworten, soll im Folgenden die 
Bildung von Ketten und dicht gepackten Agglomeraten etwas eingehender untersucht werden. 
Einen Ansatz liefert ein Modell nach Zhang et al., bei dem die energetischen Zustände bei der 
Zusammenlagerung einer Anzahl von n Nanopartikeln in ein- und zweidimensionale 
Agglomerate miteinander verglichen werden [Zhang 2008c]. Dieser Vergleich der 
kurzreichweitigen anziehenden Wechselwirkung VNN und der langreichweitigen abstoßenden 
Coulombwechselwirkung VCoulomb, bezogen auf die anziehende Wechselwirkung VNN 
benachbarter Teilchen, ermöglicht Aussagen zu den auftretenden Clusterungsformen.  
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Die bezüglich VNN normierten Wechselwirkungsenergien der kettenförmigen und der dicht 
gepackten Strukturen sind Funktionen des Energieverhältnisses ω und der Teilchenzahl n. Das 
 61
5 Colorimetrischer Nachweis nanoskaliger Dendrimere 
Energieverhältnis ω wird dabei durch die Stärke der abstoßenden Coulombwechselwirkung 
und der anziehenden kurzreichweitigen Wechselwirkung  charakterisiert.  NNV
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Zur Vereinfachung sollen für diese Betrachtungen eindimensionale Agglomerate stets als 
gerade Ketten angenommen werden und zweidimensionale Anordnungen als dicht gepackte 
Strukturen mit quadratischer (p4) oder auch hexagonaler Symmetrie (p6).  
Einige ausgewählte Beispiel der totalen Energie, normiert auf die anziehende 
Wechselwirkungsenergie benachbarter Teilchen VNN jeweils für Ketten und dicht gepackte 
Agglomerate im quadratischen Gitter, zeigt die Abbildung 5.8. Jeweils gleiche Zustände für 
ein Energieverhältnis ω wurden mit derselben Farbe dargestellt.  
 
 
Abbildung 5.8: Gegenüberstellung der totalen Wechselwirkungsenergien für die Bildung von Ketten und 
dicht gepackten Agglomeraten in Abhängigkeit von der Anzahl beteiligter Nanopartikel (n) und dem 
Energieverhältnis (ω ) im quadratischen Gitter. 
 
Anhand der Kurvenverläufe in Abbildung 5.8 ist zu erkennen, dass für kleinere Werte des 
Energieverhältnisses (↓ω-Werte) aufgrund der Bindungsenergien die Bildung dicht gepackter 
Strukturen begünstigt wird (Bsp. ω=0,2 → E2d<E1d). Bei großen ω-Werten (bspw. ω= 4) sind 
dagegen kettenartige Strukturen durch die Coulombwechselwirkung energetisch günstiger 
(Bsp. ω=4 → E2d>E1d). Da sich sehr ähnliche Ergebnisse auch bei hexagonalen 
Gitterstrukturen beobachten lassen, wurde an dieser Stelle auf deren Darstellung verzichtet 
(siehe Anhang B).   
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Mit Hilfe dieser Daten und der daraus ermittelten Schnittpunkte der einzelnen 
Kurvenpaarungen für eindimensionale und zweidimensionale Agglomerate bei gleichem 
Energieverhältnis (ω-Wert) ist es nun möglich, ein morphologisches Stabilitätsdiagramm zu 
erstellen, das die jeweiligen Bereiche für die Bildung stabiler Ketten oder dicht gepackter 
Agglomerate veranschaulicht. Abbildung 5.9 gibt diese Zusammenhänge sowohl für den 
quadratischen als auch den hexagonalen Gittertyp wieder.  
 
 
Abbildung 5.9: Stabilitätsdiagramm zur Bildung von Ketten bzw. dicht gepackter Agglomerate (für 
κ·a=0,1·a). 
 
Aus Abbildung 5.9 geht hervor, dass mit zunehmender Teilchenanzahl das kritische 
Energieverhältnis für die Strukturänderung unabhängig vom Gittertyp abnimmt. Dicht 
gepackte Strukturen treten dabei überwiegend bei kleineren Agglomeraten auf, die nur aus 
wenigen Nanopartikeln bestehen. Eine Zunahme der Teilchenanzahl begünstigt dagegen die 
Bildung von Ketten. Bezogen auf den Gittertyp zeigt sich, dass diese Abhängigkeit im 
hexagonalen Gitter insbesondere bei kleiner Teilchenanzahl deutlich ausgeprägter ist, sich 
aber mit zunehmender Anzahl der Nanopartikel mehr und mehr den Werten des quadratischen 
Gitters annähert. Zum Vergleich mit den experimentellen Befunden geht aus Abbildung 5.4 
eindeutig hervor, dass die Kettenstrukturen stets aus mehreren Nanopartikeln bestanden. 
Kurze Ketten aus 3 oder 4 Nanopartikeln wurden dagegen, wenn überhaupt, nur in sehr 
geringer Zahl beobachtet. Insofern stimmen diese theoretischen Betrachtungen mit den 
experimentellen Befunden überein, die die Bildung von Ketten erst bei höherer Teilchenzahl 
n belegen. Für genauere theoretische Betrachtungen wäre allerdings die Einbeziehung der 
Entropie erforderlich, insbesondere was das thermodynamische Gleichgewicht einer Struktur 
in Zusammenhang mit dem Minimum der freien Enthalpie anbelangt. 
 63
5 Colorimetrischer Nachweis nanoskaliger Dendrimere 
Entsprechend Gleichung 5.8 lassen sich diese Betrachtungen zur Partikelagglomeration auch 
in Abhängigkeit von der Dendrimerkonzentration durchführen. Für einige ausgewählte 
Beispiele wurden diese Ergebnisse in Abbildung 5.10 grafisch dargestellt. 
 
 
Abbildung 5.10: Stabilitätsdiagramm zur Bildung von Ketten und dicht gepackter Agglomerate in 
Abhängigkeit von der Dendrimerkonzentration (normalisiert). 
 
Wie aus dem formalen Ansatz in Gleichung 5.8 hervorgeht, ergibt sich das Energieverhältnis 
ω im Wesentlichen in Abhängigkeit von der abstoßenden Coulombwechselwirkung und der 
anziehenden kurzreichweitigen Wechselwirkung zwischen den Nanopartikeln in Lösung. Das 
heißt, ein hoher Wert für ω(c) (ω(c) > 1) ist somit gleichzusetzen mit einem hohen Anteil an 
Coulombkräften, so dass die Nanopartikel in Lösung nicht aggregieren. Dagegen überwiegen 
bei kleinen Werten für ω(c) (ω(c) < 1) die kurzreichweitigen Wechselwirkungen wie zum 
Beispiel Wasserstoffbrückenbindungen, was die Wahrscheinlichkeit der Agglomeration der 
Nanopartikel in Lösung erhöht. Zusätzlich zu den einzelnen Energieverhältnissen wurden in 
Abbildung 5.10 die Gebiete, in denen es entsprechend der Berechnungen des 
Stabilitätsverhältnisses W(c) überhaupt zur Agglomeration der Nanopartikel in Lösung 
kommen kann (siehe Abbildung 5.7), farblich abgestimmt eingezeichnet. In diesem 
Zusammenhang geht aus Abbildung 5.10 hervor, dass es beispielsweise unter Verwendung 
von open shell-Dendrimeren (ω(η=1,2), grüne Kurve) nur in einem kleinen Konzentrations-
bereich zur Agglomeration der Nanopartikel in Lösung kommt. Aufgrund des niedrigen 
Wertes für ω(c) (ω(c) « 1) in diesem Bereich handelt es sich dabei um dicht gepackte 
Agglomerate. Eine weitere Zunahme der Dendrimerkonzentration führt anschließend, wie 
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bereits diskutiert, zu einem erneuten Anstieg der Coulombwechselwirkung und einer stabilen 
kolloidalen Lösung. 
Ein gänzlich anderes Verhalten zeigt sich unter Verwendung von dense shell-Dendrimeren. 
Insbesondere in Abhängigkeit von der Ladungsabschirmung innerhalb des Dendrimers 
können sich deutliche Unterschiede im Kurvenverlauf für das Energieverhältnis und damit 
verbunden für die Agglomerationsformen ergeben. Aus diesem Grund wurden in 
Abbildung 5.10 für dense shell-Dendrimere drei verschiedene Zustände (ω(η=0), ω(η=0,3) 
und ω(η=0,5)) eingezeichnet. Generell lässt sich mit ansteigender Ladungsabschirmung eine 
Abnahme der Coulombwechselwirkung mit zunehmender Dendrimerkonzentration 
beobachten. So zeigen vor allem dense shell-Dendrimere mit vollständiger 
Ladungsabschirmung (ω(η=0)) eine stetige Abnahme des Energieverhältnisses ω. Im Bereich 
der Partikelagglomeration (schraffierter Bereich) ist dieser Wert für ω dabei deutlich kleiner 
als 1, was auf die Bildung dicht gepackter Agglomerate hindeutet. Unter Verwendung von 
Dedrimeren mit geringer Ladungsabschirmung (ω(η=0,3) und ω(η=0,5)) lassen sich dagegen 
zwei voneinander getrennte Bereiche der Partikelagglomeration beobachten. Meist handelt es 
sich dabei um einen Konzentrationsbereich bei niedrigeren ω−Werten (ω(c) « 1), was in 
Anlehnung an die bisherigen Betrachtungen der Bildung dicht gepackter Nanopartikel-
agglomerate entspricht sowie einem Bereich der Partikelagglomeration bei höheren 
Dendrimerkonzentrationen, wobei die zugehörigen Werte für das Energieverhältnis mitunter 
wesentlich größer sein können (nahe 1 bei ω(η=0,5)). In diesem Fall überwiegen die aus dem 
hohen Anteil an Wasserstoffbrückenbindungen resultierenden kurzreichweitigen 
Wechselwirkungen zwar immer noch die zwischen den Nanopartikeln auftretenden 
Coulombkräfte. Allerdings können sich die Nanopartikel aufgrund dieser abstoßenden Kräfte 
nicht ungehindert dicht zusammenlagern, so dass es im Sinne der Minimierung dieser 
Wechselwirkungen, wie im Experiment zu beobachten, zur Ausbildung von kettenartigen 
Strukturen kommt.  
Anhand dieser Betrachtungen zu ω(n) und ω(c) ist es nun möglich, gezielt Aussagen zu dem 
sich ergebenden Zustand der Nanopartikel in Lösung in Abhängigkeit von der 
Dendrimerkonzentration und der Anzahl der Nanopartikel eines Agglomerates abzuleiten. 
Abbildung 5.11 zeigt exemplarisch einige Beispiele an Zustandsdiagrammen, wie sie aus den 
errechneten Werten für ω(n) und ω(c) ermittelt wurden.  
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Abbildung 5.11: Zustandsdiagramme zur Partikelagglomeration der Nanopartikel in Lösung in 
Abhängigkeit von der Dendrimerkonzentration (normalisiert) unter Verwendung von: (a) open shell-
Struktur PPI; (b) dense shell-Struktur PPI. 
 
Abbildung 5.11 a zeigt diese Zusammenfassung der einzelnen Zustände der Nanopartikel in 
Lösung in Abhängigkeit von der Dendrimerkonzentration für open shell-Dendrimere. Wie 
bereits in Abbildung 5.10 wurde der Konzentrationsbereich, innerhalb dem es zur 
Agglomeration der Nanopartikel in Lösung kommen kann, schraffiert dargestellt. Sowohl 
oberhalb als auch unterhalb dieser Konzentration verbleiben die Nanopartikel stabil in 
Lösung. Im Bereich der Partikelagglomeration ist die Bildung von kettenartigen und dicht 
gepackten Strukturen möglich. Allerdings ist die Kettenbildung nur für sehr große 
Teilchenzahlen deutlich oberhalb von 30 Nanopartikeln pro Cluster zu erwarten. In diesem 
Zusammenhang belegen die experimentellen Befunde, wie hier dargestellt, eher die Bildung 
kleinerer dicht gepackter Nanopartikelagglomerate (siehe oben). 
Ähnliches gilt bei der Verwendung von dense shell-Dendrimeren mit geringer 
Ladungsabschirmung (siehe Abbildung 5.11 b (η=0,7)). Nimmt die Abschirmung der 
Ladungen der Dendrimere durch einen stärkeren Substitutionsgrad dagegen zu, kommt es zu 
einer Verbreiterung des Kurvenverlaufes für n(c) und zu einer Aufweitung des 
Konzentrationsbereichs für die Partikelagglomeration (siehe Abbildung 5.7). Wie auch im 
Experiment zu beobachten, ist diese Verbreiterung in Folge einer stärkeren 
Ladungsabschirmung mit einer Größenzunahme der Nanopartikelagglomerate verbunden 
(siehe Abbildung 5.4). Nicht dargestellt wurden in Abbildung 5.11 b die Zustände der 
kurzzeitigen Stabilisierung der Nanopartikel in Lösung und der sich anschließende Bereich 
der Kettenbildung mit zunehmender Dendrimerkonzentration, da diese Phänomene erst bei 
deutlich höheren Konzentrationen auftreten. Anhand der bisherigen Daten lassen sich aber 
Rückschlüsse auf dieses Verhalten ableiten. So zeigt Abbildung 5.11 b für den Fall η=0,3 
eine Aufspaltung des Agglomerationsgebietes in zwei Bereiche (rot schraffierte Bereiche), die 
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durch einen farblich nicht markierten schmalen Bereich getrennt sind. In diesem 
Konzentrationsbereich können die Nanopartikel in der Lösung, entsprechend der 
Berechnungen für W(c) (siehe Abbildung 5.7) nicht aggregieren. Erst die weitere Erhöhung 
der Dendrimerkonzentration führt zur erneuten Destabilisierung der Lösung und 
Agglomeration der Nanopartikel. Wie bereits gezeigt wurde, kommt es dabei aufgrund der 
Wechselwirkung zwischen den abstoßenden und anziehenden Kräften zur Bildung langer 
Ketten anstelle dicht gepackter Agglomerate. Dies lässt sich in Abbildung 5.11 b am 
abnehmenden Kurvenverlauf von n(c) für η=0,5 und η=0,7 für Konzentrationen oberhalb der 
vollständigen Partikelbelegung (c/c* > 1) ableiten. Darüber hinaus deuten diese Ergebnisse 
auf eine Abnahme der Kettenlänge mit weiter zunehmender Dendrimerkonzentration hin. 
Möglich wäre auch die erneute Stabilisierung der Nanopartikel in Lösung, wie im Falle der 
open shell-Dendrimere oder im Experiment zu beobachten bei dense shell-Dendrimeren der 
zweiten und dritten Generation, allerdings erst bei sehr hohen Konzentrationen.  
Interessant wäre in diesem Zusammenhang noch die Frage nach der Organisation der 
Dendrimere an der Partikeloberfläche mit zunehmender Konzentration. In Anbetracht der 
sowohl im Experiment als auch bei den theoretischen Betrachtungen verwendeten Dendrimer-
konzentrationen lassen sich Schichtdicken bis zu 50 nm und mehr für das einzelne 
Nanopartikel errechnen. Diese Werte stehen zunächst in scheinbarem Widerspruch zu den 
beobachteten Ergebnissen der Partikelwechselwirkung bzw. Plasmonenkopplung, die nur über 
einen begrenzten Bereich möglich sind (siehe Kapitel 2.2.3). Allerdings ist anzunehmen, dass 
die Anordnung bzw. die Organisation der Dendrimerhülle im Bereich der Kontaktstellen 
zweier oder mehrerer Nanopartikel variiert. Insofern könnten sich beispielsweise zwei 
Nanopartikel einige wenige Dendrimere in ihrem unmittelbaren Kontaktbereich teilen, aber 
gleichzeitig von einer dickeren Dendrimerhülle umgeben sein. Auch die Steifigkeit der 
Dendrimerstrukturen spielt dabei eine Rolle. Diesbezüglich könnten weitere Untersuchungen 
eine Klärung bringen. 
 
5.4 Zusammenfassung 
Am Beispiel negativ funktionalisierter metallischer Nanopartikel in Wechselwirkung mit 
Oligosaccharid modifizierten Poly(Propylene Imine)-Dendrimeren wurde das Agglome-
rationsverhalten von Nanopartikeln in Lösung mit komplexen Molekülen im Größenbereich 
von 2 nm bis 6 nm untersucht. Wie die Ergebnisse belegen, ließen sich diese Wechsel-
wirkungen colorimetrisch beobachten. Ein zunächst auf dem Farbumschlag gestützter 
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Reaktionsnachweis konnte in einem Konzentrationsbereich von 10-1 mM bis 10-5 mM 
(10 nM) geführt werden. Zusätzlich zeigten sich signifikante Unterschiede hinsichtlich des 
Nachweisbereiches und des Agglomerationsverhaltens in Abhängigkeit vom 
Substitutionsgrad des jeweiligen Dendrimertyps (dense oder open shell-Struktur) und dessen 
Konzentration. In diesem Zusammenhang konnte anhand photometrischer (UV-vis-
Spektroskopie) und elektronenmikroskopischer Untersuchungen (REM) gezeigt werden, dass 
sich diese Unterschiede im Reaktionsverhalten auf unterschiedliche Aggregationsformen der 
Nanopartikel in Lösung, wie zum Beispiel kettenartige Aneinanderreihungen oder dicht 
gepackte Strukturen, zurückführen lassen. Mit Hilfe theoretischer Betrachtungen wurden 
diese experimentellen Befunde auf die Wechselwirkung elektrostatischer Kräfte mit van-der-
Waals-Kräften und Wasserstoffbrückenbindungen zwischen den einzelnen Nanopartikeln in 
Abhängigkeit von der Konzentration und Struktur der verwendeten Dendrimere 
zurückgeführt. Die Modellvorstellungen zeigen dabei gute Übereinstimmung mit den 
experimentellen Beobachtungen. Ähnliche theoretische Ansätze finden sich in der Literatur 
bisher meist nur für ionische oder kleinere molekulare Spezies [Zhang 2008c, Kim 2008, 
Yang 2010].  
Darüber hinaus ergeben sich neben dem colorimetrischen Nachweis mit der Kenntnis des 
Agglomerationsverhaltens metallischer Nanopartikel mit einem Analyten weitere teils 
hochauflösende Detektionsmöglichkeiten. So bilden die Kontaktstellen zweier oder mehrerer 
Nanopartikel sogenannte Surface Enhanced Raman „Hotspots“, die eine Analyse darin 
befindlicher Moleküle bzw. Spezies durch eine Erhöhung des Ramansignals ermöglichen. 
Eine wesentliche Vorraussetzung für derartige Experimente ist aber die gezielte Einstellung 
der Agglomerationszustände [Chen 2010, Lim 2010, Kumar 2011]. 
 
 
 68 
6 Detektion von Viren 
6.0 Detektion von Viren  
6.1 Einleitung – Nanopartikel-basierte Virensensorik 
Erste umfassende Studien zur Wechselwirkung funktionalisierter Goldnanopartikel mit Viren 
erfolgten auf der Basis der ProteinA-Gold Markierung (PAG-IEM) bzw. Immuno-Gold 
Elektronenmikroskopie (IGEM) [Pares 1982, Louro 1984, Kjeldsberg 1985]. Diese Methoden 
bieten neben der Identifizierung und Diagnostik von Viren mittels Elektronenmikroskopie die 
Möglichkeit zur Charakterisierung der topografischen Verteilung der Oberflächenproteine 
einzelner Virionen mit gegensätzlich funktionalisierten Goldnanopartikeln [Patterson 1987, 
Hyatt 1993]. Murti und Webster konnten auf diese Weise für humane Influenzaviren eine 
gleichmäßige Verteilung des Oberflächenproteins Hämagglutinin (HA) auf der 
Virusoberfläche nachweisen, wohingegen Neuraminidase (NA) in Clustern organisiert ist 
[Murti 1986]. Andere Untersuchungen belegen darüber hinaus eine deutlich höhere Anzahl 
der HA-Moleküle (bis zu 500) gegenüber den NA-Molekülen (100) [Palese 1983]. Derartige 
Studien wurden für eine Vielzahl von Viren wie zum Beispiel Coronaviren [El-Ghorr 1988, 
Heckert 1989, Dea 1991], Influenzaviren [Patterson 1986, Murti 1986] Adenoviren 
[Kjeldsberg 1985] oder Herpesviren [Stannard 19987, Brown 1997] durchgeführt.  
Parallel dazu erfolgte die Entwicklung von Sol-Particle-Immunassays (SPIA), einer Methode 
die auf der Antikörper-Antigen-Erkennung, häufig mit Antikörper funktionalisierten 
Nanopartikeln wie zum Beispiel Goldnanopartikeln, basiert und sowohl als heterogener Assay 
(Membran gebunden) oder homogener Assay (in Lösung) durchgeführt werden kann. In 
Zusammenhang mit der Detektion von Viren oder Virusbestandteilen sind vor allem 
Membran gestützte Assays weit verbreitet. Entsprechende Anwendungsbeispiele existieren 
für eine Vielzahl von Viren wie zum Beispiel Rotaviren [Wu 1990, Dar 1994], Coronaviren 
[Reschova 2001, Sithigorngul 2007] oder Influenzaviren [Peng 2007, Cui 2008]. 
Vergleichsweise wenige Veröffentlichungen gibt es dagegen auf dem Gebiet homogener 
SPIA Assays mit Goldnanopartikeln für die Detektion von Viren oder Virusbestandteilen in 
Lösung [Wielaard 1987, Wang 2010]. Berichte über colorimetrische Assays, die sich in der 
Literatur vereinzelt finden lassen, basieren fast ausschließlich auf der Erkennung viraler DNA 
mit komplementär funktionalisierten Goldnanopartikeln [Sliem 2007, He 2008b, 
Kumar 2011b]. Ein entsprechender Ansatz zur Detektion ganzer Virusbestandteile mit 
Goldnanopartikeln im Sinne eines colorimetrischen Nachweises konnte erstmals 2009 von 
Niikura et al. mit Modellpartikeln des humanen Polyomavirus vorgestellt werden 
[Niikura 2009]. An dieser Stelle sollen die in den nachfolgenden Abschnitten dargestellten 
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Untersuchungsergebnisse anknüpfen. Am Beispiel des Rinder Coronavirus (BCV) und des 
humanen Influenzavirus (H3N2) soll der Aufbau colorimetrischer Assays für die Erkennung 
des Virusprobenmaterials mit funktionalisierten Goldnanopartikeln untersucht werden. Durch 
die Verwendung viralen Probenmaterials aus dem Fertigungsprozess ergibt sich zudem die 
Chance, die Prozesstauglichkeit des zu entwickelnden Sensorsystems zu überprüfen.  
 
6.2 Charakterisierung des Virusprobenmaterials 
Die Bereitstellung des Rinder-Coronavirus (BCV) sowie eines gegen den Virus gerichteten 
BCV-Antikörpers erfolgte durch die Firma Essex Animal Health Burgwedel der Essex 
Pharma GmbH aus der jeweiligen aktuellen Impfstoffcharge (Mebus Stamm). Angaben zum 
Virusmaterial wie zum Beispiel Materialkonzentration, Fraktionierung oder Aktivität etc. 
waren nicht bekannt. Untersuchungen zur Aktivität und zur Wechselwirkung des 
Virusprobenmaterials sowohl mit dem bereitgestellten BCV-Antikörper als auch mit einem 
kommerziell erhältlichen BCV-Spike-Protein Antikörper (monoklonaler Antikörper 5A4 von 
LifeSpan Biosciences) wurden in Form von Dot-Blot-Assays am Institut für Genetik der 
TU Dresden durchgeführt (siehe Anhang C1 bzw. Abschnitt 6.4.1). Anhand dieser 
Messungen konnte eine deutlich höhere Bindungseffizienz für den bereitgestellten Antikörper 
festgestellt werden (Daten nicht gezeigt).  
Untersuchungen zur Fraktionierung bzw. Größenverteilung des Probenmaterials erfolgten 
mittels dynamischer Streulichtmessungen (DLS) und Gelelektrophorese. Beide Messungen 
belegen eine breite Größenverteilung des Probenmaterials. Nach Literaturangaben beträgt die 
Größe vollständiger intakter Viruspartikel  Ø80 nm bis Ø160 nm [Clark 1993]. Anhand der 
Messungen konnten allerdings sowohl deutlich kleinere Bestandteile festgestellt werden, was 
auf eine Fragmentierung des Probenmaterials schließen lässt, als auch wesentlich größere 
Objekte mit deutlich größeren Abmessungen und einem höheren Molekulargewicht. Es ist 
anzunehmen, dass es sich bei diesen Bestandteilen um Zellrückstände der Virusexpression 
handelt. Zusätzlich durchgeführte Dot-Blot-Untersuchungen mit aufgereinigtem 
Probenmaterial der einzelnen Fraktionen mit dem BCV-Antikörper belegen keine Aktivität 
dieser größeren Zellbestandteile. Für die nachfolgenden Untersuchungen wurden die Proben 
daraufhin alle sterilfiltriert (Porengröße 0,22 µm), um diese Bestandteile abzutrennen.  
Mittels Durchflusszytometrie konnte für das aufgereinigte Virusprobenmaterial eine 
Konzentration von 9,4·10-2 ±1,5·10-2 nM ermittelt werden. Allerdings war es dabei nicht 
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möglich, zwischen vollständigen intakten Viruspartikeln (Virion) und einzelnen Fragmenten 
zu unterscheiden. 
Die Bereitstellung einer zweiten Virusprobe erfolgte durch die Firma Glaxo Smith Kline 
Biologicals. Dabei handelte es sich um einen humanen Influenza A-Virus (H3N2), einen 
inaktivierten Vollvirus, der als Bestandteil des saisonalen trivalenten Grippeimpfstoffes 
Influsplit SSW 2008/2009 verwendet wurde. Die vollständige Bezeichnung der Virusprobe 
lautet: A/Uruguay/716/2007NYMCX-175C. Die Konzentration des Probenmaterials wurde 
von Seiten des Anbieters mit 1603 µg/ml angegeben. Eigens durchgeführte TEM-
Untersuchungen belegten eine geringe Anzahl ganzer Viruspartikel und einen hohen Grad der 
Fragmentierung der Probe. Nach Literaturangaben liegt die Größe vollständiger Viruspartikel 
im Bereich von Ø80 nm bis Ø120 nm [Von Magnus 1953].  
Als mögliche Bindungsstellen können die Glykoproteine Hämagglutinin (HA) und 
Neuraminidase (NA) auf der Oberfläche des Virus verwendet werden. Entsprechende 
Untersuchungen zur Wechselwirkung mit kommerziell erhältlichen Antikörpern erfolgten am 
Institut für Genetik der TU Dresden. Insgesamt wurden drei verschiedene Antikörper von der 
Firma Sigma-Aldrich (monoclonal Anti-HA Antikörper, H3663) und Roche (monoclonal 
Anti-HA Antikörper, 12CA5; monoclonal Anti-HA high affinity Antikörper, 3F10) 
untersucht. Davon wiesen vor allem die beiden Antikörper von Roche eine gute 
Bindungseffizienz mit dem Probenmaterial auf [Eubisch 2012].  
 
6.3 Unspezifischer colorimetrischer Nachweis 
Für eine erste Annäherung an die Problematik der colorimetrischen Nachweisführung von 
Viren mit Goldnanopartikeln in Lösung wurde zunächst die Wechselwirkung nicht bzw. 
unspezifisch funktionalisierter Goldnanopartikel mit dem Analyten (Viren) etwas eingehender 
betrachtet. Durch diesen stark vereinfachten Versuchsaufbau ist es mitunter möglich, 
entscheidende Einflussfaktoren, wie zum Beispiel auf der spezifischen Erkennung basierende 
komplexe Aggregationsmechanismen oder Abstandsbeziehungen der Nanopartikel 
untereinander als Folge der Nanopartikelfunktionalisierung, zu minimieren. Die so 
gewonnenen Erkenntnisse und Resultate liefern erste Einblicke bezüglich der Nachweisgrenze 
und der Signalintensität einer solchen Sensoranwendung.  
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6.3.1 BC-Virus 
Für diese Versuche wurden Goldnanopartikel im Größenbereich von Ø3 nm bis Ø100 nm und 
aufgereinigte Rinder-Coronaviruslösungen sowohl im Originalstandardmedium (BCV 
Standardmedium, pH=8,5) als auch in PBS-Puffer (1 x PBS, pH=7,5) verwendet. Die 
Konzentration der Nanopartikel in Lösung wurde in Anlehnung an die optische Dichte der 
kolloidalen Lösungen stets auf den Wert 1 (OD) eingestellt. Zur Charakterisierung der 
einzelnen Reaktionen dienten der Farbumschlag und UV-vis-Messungen (Carry100) der 
jeweiligen Lösungen. 
In einer ersten Versuchsreihe sollte zunächst die Wechselwirkung des reinen 
Virusprobenmaterials mit unfunktionalisierten, Citrat stabilisierten Goldnanopartikeln 
untersucht werden. Dazu wurden die BCV-Proben durch Ultrazentrifugation von ihrem 
ursprünglichen Medium getrennt und in PBS-Puffer überführt. Durch diese Maßnahme sollten 
zusätzliche Einflüsse durch das Medium, wie zum Beispiel Signalinterferenzen mit dem 
enthaltenen Farbstoff oder destabilisierende Effekte durch die Vielzahl an Zusatzstoffen im 
Originalstandardmedium, minimiert werden. Mit Hilfe von Standarduntersuchungsverfahren 
(Antikörper-Antikörper-Erkennung im Dot-Blot) konnte die unveränderte Aktivität der in 
PBS-Puffer aufgereinigten Virusproben nachgewiesen werden.  
Für die eigentlichen Versuche wurden von diesen Virusproben Verdünnungsreihen hergestellt 
und mit Goldnanopartikeln unterschiedlicher Größe Ø3 nm bis Ø100 nm gemischt. Eine 
Übersicht der Versuchsergebnisse zum colorimetrischen Farbumschlag zeigt die 
Abbildung 6.1.   
 
 
Abbildung 6.1: Unspezifischer colorimetrischer Assay unfunktionalisierter AuNP (OD=1) mit Rinder-
Coronaviren, aufgelöst in Puffermedium (PBS), Farbumschlag in Abhängigkeit von der Virenkon-
zentration und Nanopartikelgröße. 
 
 72 
6 Detektion von Viren 
Wie der Abbildung 6.1 zu entnehmen ist, traten sichtbare Änderungen der Farbe der 
kolloidalen Lösungen in Abhängigkeit von der Virusmaterialkonzentration erst ab einer 
Teilchengröße von Ø20 nm auf. Diese sind mit zunehmendem Teilchendurchmesser zu 
kleineren Analytkonzentrationen verschoben. So lassen sich Farbumschläge für Ø20 nm 
Goldnanopartikel im Konzentrationsbereich von 1:50 bis 1:500 beobachten, wohingegen 
unter Verwendung von ∅100 nm Goldnanopartikel diese Signaländerungen im Bereich von 
1:500 bis 1:104 auftraten. Bei kleineren Goldnanopartikeln kam es dagegen unabhängig von 
der Konzentration des Virusprobenmaterials zu keinen sichtbaren Signaländerungen (siehe 
Abbildung 6.1). Entsprechende Wechselwirkungen ließen sich lediglich durch UV-vis-
Messungen belegen, wobei beispielsweise für ∅10 nm Goldnanopartikel maximale 
Änderungen des Plasmonensignals in Form von Peakverschiebungen bei einer 
Probenkonzentration von 1:20 mit ∆λ=13 nm registriert wurden. Ausgehend von einer Lage 
des Plasmonenpeaks bei etwa 520 nm ist diese Signalverschiebung somit zu gering für eine 
deutliche Farbänderung der Lösung. Zum Vergleich, für ∅20 nm Goldnanopartikel betrug die 
Peakverschiebung ∆λ=23 nm (Virenkonzentration von 1:20), was einer Verschiebung des 
Absorptionsmaximums von der Mitte des grünen Lichtes (λ=525 nm) zum Rand in Richtung 
gelbes Licht entspricht. Ähnliche Werte für ∆λ konnten auch für Goldnanopartikel mit 
∅50 nm und ∅100 nm Teilchendurchmesser ermittelt werden (∆λ≈20−25 nm). Allerdings 
zeigten die zugehörigen Spektren mit zunehmender Teilchengröße zusätzlich eine verstärkte 
Aufweitung der Plasmonenbande, verbunden mit einer deutlichen Abnahme der Intensität des 
Plasmonenpeaks im Bereich der zu beobachtenden Farbumschläge, was auf eine 
Agglomeration der Nanopartikel in Lösung hindeutet. Abbildung 6.2 gibt einige ausgewählte 
Ergebnisse dieser UV-vis-Messungen für ∅20 nm und ∅50 nm Goldnanopartikel bei 
unterschiedlichen Konzentrationen des Virusprobenmaterials wieder.  
 
(a) (b) 
Abbildung 6.2: Wechselwirkung unfunktionalisierter Goldnanopartikel (OD=1) unterschiedlicher 
Teilchengröße, (a) ∅20 nm und (b) ∅50 nm mit Rinder-Coronaviren aufgelöst in Puffermedium (PBS). 
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Wie anhand dieser Messergebnisse zu erkennen ist (Abbildung 6.2), führt die Zugabe des 
reinen Puffermediums (PBS) oder niedriger Virusprobenmaterialkonzentrationen (1:106) 
wenn überhaupt nur zu geringfügigen Änderungen des Plasmonensignals. Ein ähnliches 
Verhalten belegen die Daten auch bei sehr hohen Konzentrationen des Probenmaterials 
(1:10), wobei es zu einer leichten Verschiebung des Plasmonenpeaks gegenüber der 
Ausgangslage kommt, was mit der Änderung der Umgebungsbedingungen der 
Goldnanopartikel durch die Wechselwirkung mit dem Probenmaterial einhergeht. Der zu 
beobachtende Offset resultiert aus einem Anstieg der Streuung mit zunehmender 
Probenmaterialkonzentration. Generell kann dadurch aber zunächst der Einfluss des Mediums 
als Ursache für die auftretenden Signaländerungen ausgeschlossen werden. Das heißt, die zu 
beobachtenden Änderungen beruhen auf einer durch das Virusprobenmaterial induzierten 
Reaktion. Die sich in Abhängigkeit von der verwendeten Nanopartikelgröße ergebenden 
Unterschiede lassen sich neben der Partikelgröße und den damit verbundenen optischen 
Eigenschaften auf die Konzentration der Goldnanopartikel in Lösung zurückführen. So nimmt 
mit zunehmender Teilchengröße bei gleich bleibender optischer Dichte die Konzentration der 
Nanopartikel in Lösung ab. Dies bewirkt zum einen die Verschiebung des Nachweisbereichs 
von hohen Analytkonzentrationen für kleinere Goldnanopartikel zu niedrigeren 
Konzentrationen für größere Teilchen. Zum anderen wird bei kleinen Nanopartikeln mit hoher 
Teilchenkonzentration die Bildung vieler kleiner Agglomerate mit einer geringen Änderung 
des Plasmonensignals begünstigt, wohingegen bei wenigen großen Goldnanopartikeln eine 
breite Größenverteilung der Agglomerationszustände auftritt, was mit der stark verschmierten 
Plasmonenbande in den UV-vis-Spektren übereinstimmt. Generell werden diese Clusterungs-
erscheinungen durch die breite Größenverteilung des Virusprobenmaterials und das 
Detektionsprinzip der unspezifischen Bindungen begünstigt.  
In einer zweiten Versuchsreihe wurde die Wechselwirkung unfunktionalisierter 
Goldnanopartikel mit dem aufgereinigten Virusprobenmaterial, verdünnt im Originalmedium, 
untersucht. Ziel dieser Experimente war es, ebenfalls einen unspezifischen colorimetrischen 
Nachweis zu entwickeln, der noch näher am Herstellungsprozess der Firma Essex orientiert 
sein sollte und möglichst ohne zusätzliche Schritte wie den Tausch des Puffers während der 
Aufreinigung auskommt. Aus diesem Grund erfolgten alle Verdünnungsschritte des 
Virusprobenmaterials bei dieser Versuchsreihe im Originalpuffermedium. Für den 
colorimetrischen Nachweis wurden die einzelnen Verdünnungen analog der vorhergehenden 
Versuchsdurchführung mit kolloidalen Goldlösungen gemischt. Eine Zusammenstellung für 
die Versuche mit ∅5 nm und ∅20 nm Goldnanopartikeln zeigt die Abbildung 6.3.  
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Abbildung 6.3: Unspezifischer colorimetrischer Assay unfunktionalisierter AuNP (OD=1) mit Rinder 
Coronaviren aufgelöst in Originalmedium (mit Phenolrot), Farbumschlag in Abhängigkeit von der 
Virenkonzentration und Teilchengröße. 
 
Wie aus den Ergebnissen hervorgeht, lassen sich auch bei dieser veränderten 
Versuchsdurchführung in Abhängigkeit von der Virusprobenmaterialkonzentration 
Farbumschläge beobachten. Vor allem bei Proben mit geringer Konzentration bzw. gänzlich 
ohne Virusmaterial, wie am Beispiel der Referenzproben zu sehen ist, kommt es zu 
Farbänderungen der Lösungen von ursprünglich rot nach lila/blau. Proben mit hoher 
Virusprobenmaterialkonzentration (1 bis 1:100) zeigen dagegen nur geringe Signal-
änderungen, was auf eine Stabilisierung der Goldnanopartikel durch Bestandteile des 
Virusprobenmaterials hindeutet. Verglichen mit den Ergebnissen der colorimetrischen 
Nachweisführung der in PBS-Puffer aufgereinigten Proben (siehe Abbildung 6.1) sind die 
Unterschiede in der Farbe der kolloidalen Lösungen in Abhängigkeit von der Konzentration 
des Virusprobenmaterials bei dieser Versuchsreihe deutlich besser zu erkennen. Dies gilt 
insbesondere für kleinere Goldnanopartikelgrößen, bei denen zuvor mitunter gar keine oder 
nur geringe Farbunterschiede in Abhängigkeit von der Konzentration des Analyten 
festzustellen waren.  
Etwas problematischer gestaltet sich dagegen die Auswertung der zugehörigen UV-vis-
Spektren. Abbildung 6.4 zeigt dazu eine kurze Zusammenstellung wesentlicher Ergebnisse.  
 
(b) (a) 
Abbildung 6.4: Wechselwirkung unfunktionalisierter Goldnanopartikel (OD=1) unterschiedlicher 
Teilchengröße, (a) ∅5 nm und (b)  ∅20 nm mit Rinder-Coronaviren aufgelöst in Originalmedium mit 
Farbstoff (Phenolrot). 
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Wie sich bei diesen Untersuchungen herausgestellt hat, kommt es zu einer Überlagerung des 
Absorptionspeaks des im Medium enthaltenen Farbstoffes (Phenolrot, λ=555 nm) mit dem 
Plasmonenpeak der Goldnanopartikel. Leider war es auch nicht möglich, die Absorptions-
bande des Farbstoffes rechnerisch zu entfernen, da auch dieser Peak sich mitunter zusammen 
mit der Plasmonenbande der Goldnanopartikel veränderte. Insofern gestaltete sich eine 
detailliertere Auswertung der Messdaten sehr schwierig. Unter Verwendung von 
Goldnanopartikeln mit Ø5 nm Teilchendurchmessern kam es mitunter sogar zu einer 
vollständigen Überlappung dieser beiden Peaks, so dass auf eine Auswertung verzichtet 
werden musste. Für Ø20 nm Goldnanopartikel lassen sich Änderungen in Abhängigkeit von 
der Zusammensetzung der Analytlösung dagegen etwas deutlicher anhand der UV-vis-
Spektren ablesen. So zeigen die Messdaten für den Fall der Zugabe des reinen Puffermediums 
anstelle eines scharfen Peaks im Bereich von 500 nm bis 600 nm (λ=525 nm) zwei separate 
breite Banden, was auf die Bildung kettenförmiger Agglomerate hindeuten könnte 
[Kim 2008, Zhang 2008b]. Das heißt, bereits durch Bestandteile des Mediums kommt es zu 
einer Destabilisierung und Agglomeration der Goldnanopartikel in Lösung. Der 
Anfangsverdacht, dass es sich dabei als Auslöser möglicherweise um den Farbstoff handeln 
könnte, lässt sich zwar nicht vollständig ausschließen, allerdings konnte nach längerer 
Standzeit mitunter beobachtet werden, wie sich die rote Farbe des Farbstoffes in der Lösung 
wieder einstellte, während die Goldnanopartikel sich als größere Agglomerate am Boden 
abgesetzt hatten. Des Weiteren sind durch die Vielzahl der im Originalmedium enthaltenen 
Zusätze Wechselwirkungen mit anderen Stoffen ebenfalls nicht auszuschließen. Erst mit 
zunehmender Konzentration des Virusprobenmaterials kommt es zu einer Stabilisierung der 
Goldnanopartikel in Lösung. Dabei verschwindet die zweite Bande bei höheren Wellenlängen 
(λ>600 nm) vollständig und zurück bleibt eine breite Bande im Bereich von 500 nm bis 
600 nm (siehe Abbildung 6.4, Verdünnung 1:10). Inwiefern diese Stabilisierung erfolgt, das 
heißt ob durch einzelne Bestandteile (Fragmente) oder die Anbindung an komplette Viren in 
der Lösung, lässt sich anhand dieser Untersuchungen nicht eindeutig klären. Diesbezüglich 
wären weitere Untersuchungen beispielsweise mit zusätzlichen Untersuchungsmethoden 
(TEM) oder mit aufgereinigtem fraktioniertem Probenmaterial nötig. Generell belegen diese 
Ergebnisse aber, dass ein colorimetrischer Nachweis des Virusprobenmaterials möglich ist.   
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6.3.2 H3N2-Virus 
Untersuchungen zur unspezifischen Wechselwirkung mit Citrat stabilisierten sphärischen 
Goldnanopartikeln wurden auch mit H3N2-Viren durchgeführt. Als Medium für die 
Verdünnungen diente PBS-Puffer. Für ein optimal wahrzunehmendes optisches Signal wurde 
die optische Dichte der Goldnanopartikellösungen im Ausgangszustand auf den Wert 1 
eingestellt. Da es im Vergleich zu den Versuchen mit den Coronaviren (BCV) in PBS-Puffer 
nach der Zugabe des Virusprobenmaterials in diesem Fall zu keinen signifikanten 
Änderungen der optischen Eigenschaften kam, wurde den einzelnen Proben zusätzlich noch 
10%ige NaCl-Lösung zugegeben, um so die elektrostatisch stabilisierten Nanopartikel zu 
destabilisieren und einen Farbumschlag zu erzwingen.  
Eine Zusammenfassung dieser Ergebnisse zur Wechselwirkung mit den Goldnanopartikeln in 
Abhängigkeit von der Konzentration des Virusprobenmaterials und der Teilchengröße der 
Goldnanopartikel nach Zugabe einer 10%igen NaCl-Lösung zeigt die Abbildung 6.5.  
 
 
Abbildung 6.5: Wechselwirkung unfunktionalisierter AuNP (OD=1) mit H3N2-Viren aufgelöst in Puffer-
medium (PBS) nach Zugabe von 10% NaCl für unterschiedliche Goldnanopartikelgrößen. 
 
 
Zum besseren Vergleich der optischen Eigenschaften vor und nach der Zugabe des Salzes 
zeigt die Abbildung 6.6 eine Gegenüberstellung der Ergebnisse der UV-vis-Messungen für 
∅20 nm Goldnanopartikel. 
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(a) (b) 
Abbildung 6.6: UV-vis-Spektren unfunktionalisierter AuNP (Ø20 nm, OD=1) in Wechselwirkung mit 
H3N2-Viren vor (a) bzw. nach (b) Zugabe von 10% NaCl-Lösung. 
 
Obwohl es ohne die Zugabe von NaCl-Lösung zu keiner merklichen Änderung der optischen 
Eigenschaften der Goldnanopartikellösungen kam (siehe Abbildung 6.6 a), weisen einzelne 
Proben nach der Erhöhung des Salzgehaltes mitunter ein verändertes Stabilitätsverhalten auf. 
So zeigt sich, dass zumeist die Versuche mit einer Viruskonzentration im Bereich von 1:5 bis 
1:10 (1:20) ihre ursprüngliche rote Farbe beibehalten haben, was auf eine Stabilisierung der 
Nanopartikel in der Lösung hindeutet. Proben mit einer Konzentration unterhalb von 1:20 
neigen dagegen eher zur Agglomeration (Blau-/Entfärbung). Es stellt sich also die Frage, 
warum es trotz vermeintlicher Stabilisierung der Nanopartikel vor der Zugabe der NaCl-
Lösung keine Anzeichen auf eine Wechselwirkung der Goldnanopartikel mit dem 
Virusprobenmaterial gab, beispielsweise durch eine leichte Verschiebung des 
Plasmonenpeaks in den UV-vis-Spektren (siehe Abbildung 6.6). Mögliche Ursachen dafür 
können fehlende bzw. nicht frei zugängige Bindungsstellen oder eine Eigenladung des 
Virusmaterials sein, die sich in Folge der Erhöhung des Salzgehaltes änderten. Nach 
Literaturangaben liegt der isoelektrische Punkt für H3N2-Viren mit einem pH-Wert von 5 
[Michen 2010] etwa im gleichen Bereich wie der pH-Wert der verwendeten 
Goldnanopartikel. Die Zugabe der NaCl-Lösung führte zu einer zunehmenden Aufhebung der 
Coulombabstoßung, woraufhin die kurzreichweitigen anziehenden Wechselwirkungen 
überwogen.  
Darüber hinaus ist nicht auszuschließen, dass dem Medium noch weitere Zusätze verabreicht 
wurden, die die Messungen stören könnten. Leider waren dazu von Seiten des Anbieters keine 
weiteren Angaben zu bekommen. Insofern gestaltet sich auch eine umfassendere 
Interpretation dieser Ergebnisse äußerst schwierig. 
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6.4 Spezifischer colorimetrischer Nachweis 
6.4.1 Funktionalisierung der Goldnanopartikel 
Zum Aufbau eines spezifischen colorimetrischen Nachweisverfahrens sollten die 
Goldnanopartikel mit einem Antikörper funktionalisiert werden. Dabei handelt es sich um 
einen monoklonalen IgG1-Antikörper, der von der Firma Essex Pharma GmbH bereitgestellt 
wurde und gegen das Spike-Protein des Rinder-Coronavirus gerichtet ist. Untersucht wurde 
sowohl die unspezifische als auch die spezifische Anbindung dieses Antikörpers an 
Goldnanopartikel (siehe Kapitel 3.2).  
Zunächst sollte die unspezifische Anbindung des Antikörpers an die Goldnanopartikel über 
die Adsorption am isoelektrischen Punkt des Proteins untersucht werden. Obwohl diese 
Methode hinreichend weit verbreitet ist und mitunter auch sehr häufig angewendet wird, ist 
das Verfahren nicht unumstritten, da durch die Art des Anbindungsmechanismus die 
Funktionalität der Erkennungsstruktur nicht immer in vollem bzw. ausreichendem Umfang 
gewährleistet ist [Eck 2008]. Diesbezüglich ergaben erste Untersuchungen mit unspezifisch 
funktionalisierten Goldnanopartikeln keine eindeutigen Ergebnisse mit der Zielstruktur. Trotz 
dessen, dass die Proteinadsorption an der Nanopartikeloberfläche nachweislich war, 
beispielsweise durch Salz-Stabilitätstests im Puffer oder durch die Verschiebung der 
Plasmonenbande im UV-vis-Spektrometer gegenüber unfunktionalisierten Nanopartikeln, 
konnte sowohl im Dot-Blot-Verfahren (heterogener Assay) als auch mittels colorimetrischer 
Tests keine Wechselwirkung mit dem Probenmaterial festgestellt werden.  
Alternativ dazu wurde die kovalente Anbindung des Antikörpers über Carboxylgruppen auf 
der Nanopartikeloberfläche mittels EDC/NHS-Reaktion untersucht (siehe Kapitel 3.2.3). Wie 
bereits für den Fall der unspezifischen Anbindung beschrieben, wiesen auch diese Proben 
nach erfolgtem Funktionalisierungsschritt eine entsprechende Signaländerung im UV-vis-
Spektrometer sowie ein verändertes Stabilitätsverhalten im Medium auf, was zunächst auf 
eine Belegung der Nanopartikeloberfläche hindeutet. In weiterführenden Experimenten sollte 
mittels Dot-Blot-Assay die Funktionalität der Antikörper gelabelten Goldnanopartikel 
untersucht werden. Gleichzeitig diente diese Methode dazu, das vom Kooperationspartner 
bereitgestellte Material hinsichtlich der Antikörper-Antigen-Wechselwirkung zu untersuchen. 
Entsprechende Experimente wurden am Institut für Genetik mittels Meerrettichperoxidase 
(HRP) gelabelten sekundären Antikörpern und Chemolumineszenz-Nachweis durchgeführt. 
Eine kurze Beschreibung der Versuchsdurchführung sowohl für Antikörper funktionalisierte 
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Goldnanopartikel als auch für den Chemolumineszenz-Nachweis befindet sich im Anhang 
C2.  
Eine Gegenüberstellung der Ergebnisse für die beiden Verfahren am Beispiel zweier 
unterschiedlicher Virenlösungen zeigen die Bilder in Abbildung 6.7. Die jeweils schwarz 
bzw. rötlich markierten Bereiche entsprechen den Stellen auf der Membran, wo das 
Probenmaterial des Rinder-Coronavirus nachgewiesen werden konnte. Das heißt, sowohl der 
Nachweis mittels Antikörper-Antikörper-Erkennung (Abbildung 6.7 a) als auch über die mit 
Antikörper funktionalisierten Goldnanopartikel (Abbildung 6.7 b) war erfolgreich. 
Demzufolge behalten die Antikörper bei der Anbindung über EDC/NHS an die 
Carboxylgruppen auf der Goldnanopartikeloberfläche ihre Funktion und können für weitere 
Experimente verwendet werden. Goldnanopartikel, die mit dem gleichen Antikörper 
unspezifisch funktionalisiert wurden, brachten dagegen keine Ergebnisse im Dot-Blot. 
 
 
(b) (a) Konzentrat Filtrat Filtrat Konzentrat 
Abbildung 6.7: Dot-Blot Aufnahmen konzentrierter und filtrierter Proben des bovine corona Virus – 
Nachweis mittels (a) Antikörper-Antikörper-Erkennung (Lumineszenzmarkierung); (b) Antikörper 
funktionalisierter AuNP (∅20 nm). 
 
6.4.2 BC-Virus 
In Anlehnung an die Experimente zum unspezifischen colorimetrischen Nachweis sollte 
zunächst ebenfalls die Wechselwirkung Antikörper funktionalisierter Goldnanopartikel mit 
unterschiedlichen Verdünnungen der aufgereinigten Virenlösung in PBS-Puffer untersucht 
werden (siehe Abschnitt 6.3.1). Wie bereits angesprochen, diente diese Herangehensweise der 
Minimierung zusätzlicher Einflussfaktoren durch das Medium des Virusprobenmaterials und 
damit einer vereinfachten Signalinterpretation. Eine Zusammenfassung der Ergebnisse des 
colorimetrischen Assays sowie einiger ausgewählter UV-vis-Messungen zeigt die 
Abbildung 6.8.  
 
 
 
 
 80 
6 Detektion von Viren 
 
 
(a) 
(b) 
Abbildung 6.8: Wechselwirkung Antikörper funktionalisierter sphärischer Goldnanopartikel (∅20 nm) 
mit BC-Viren, (a) colorimetrischer Assay; (b) UV-vis-Messungen. 
 
Wie bereits anhand der colorimetrischen Versuchsreihe in Abbildung 6.8 a ersichtlich ist, kam 
es für die einzelnen Konzentrationen des BC-Virusprobenmaterials nur zu geringen 
Änderungen der Farbnuancen der Goldnanopartikellösungen. So zeigen die Lösungen über 
weite Bereiche unterschiedlicher Virusmaterialkonzentration nahezu die gleiche rötlich-lila 
Färbung wie die Ausgangslösung ohne Zugabe von Virenmaterial in PBS-Puffer. Einzig bei 
der Probe mit einer Verdünnung von 1:102 deutet sich ein schwacher Farbübergang in 
Richtung blau-grau an, was sich mit Hilfe der Ergebnisse der UV-vis-Messungen etwas 
besser belegen lässt (Abbildung 6.8 b). So geht aus dem spektralen Verlauf für diese Probe 
bei einer Verdünnung von 1:102 eine deutliche Rotverschiebung (λ=556 nm) gegenüber der 
Ausgangslage (λ=541 nm) und eine zunehmende Peakverbreiterung hervor. Eine ähnliche, 
nicht ganz so ausgeprägte Verschiebung lässt sich auch bei einer Verdünnung des 
Virusmaterials von 1:103 beobachten (λ=552 nm). Davon abweichende Konzentrationen 
führen dagegen zu keiner wesentlichen Aufweitung des Plasmonenpeaks. Lediglich bei der 
höchsten untersuchten Konzentration des Virusprobenmaterials, bei einer Verdünnung von 
1:10, ist noch eine Verbreiterung des Peaks zu erkennen. Mit λ=543 nm ist das 
Peakmaximum allerdings wieder nahe der Ausgangslage. Jedoch lässt sich dadurch 
ausschließen, dass die beobachteten Ergebnisse allein aus einer Änderung des 
Brechungsindex der Lösung mit zunehmender Virusmaterialkonzentration resultieren. 
Vielmehr deuten diese Ergebnisse auf eine Teilchen-Teilchen-Wechselwirkung in Folge der 
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Nanopartikelagglomeration im Konzentrationsbereich von 1:103 bis 1:102 hin. Eine mögliche 
Ursache für diese mit etwas um die ∆λ=15 nm teils geringe Peakverschiebung könnte die mit 
einem Teilchendurchmesser von Ø20 nm ebenfalls geringe Teilchengröße der verwendeten 
Goldnanopartikel sein. Ausgehend von einer vollständigen Belegung der 
Nanopartikeloberfläche mit Antikörpern ergibt sich eine zusätzliche funktionelle Schicht 
(>5 nm), die zu einer Vergrößerung des Abstandes im Falle einer Partikel-Partikel-
Wechselwirkung bzw. der Plasmonenkopplung mehrere Nanopartikel beiträgt, was mit einer 
Abnahme der Intensität der Signaländerung einhergeht (siehe Kapitel 2.2.3, Abbildung 2.7) 
[Jain 2008].  
Abbildung 6.9 zeigt eine Zusammenstellung der Ergebnisse zum Einfluss des pH-Wertes auf 
den Reaktionsprozess Antikörper funktionalisierter Goldnanopartikel (∅20 nm) mit 
aufgereinigtem BC-Virusmaterial, verdünnt in PBS. Die Einstellung des pH-Wertes erfolgte 
in der Nanopartikellösung vor der Zugabe des Analyten. Die Untersuchungen wurden für den 
Bereich von pH 4 bis pH 10 durchgeführt.  
 
  
 
(a) 
(b) 
Abbildung 6.9: Wechselwirkung Antikörper funktionalisierter Goldnanopartikel (∅20 nm) mit BC-Viren 
bei unterschiedlichen pH-Werten, (a) colorimetrischer Assay; (b) Peakshift in Abhängigkeit von der 
Verdünnung des Virusmaterials. 
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Wie bereits bei den vorangegangenen Versuchen war es auch bei dieser Versuchsreihe 
mitunter schwer möglich, Änderungen in der Farbe der kolloidalen Goldnanopartikellösungen 
mit dem bloßen Auge zu erkennen (siehe Abbildung 6.9 a). Leichte Änderungen der 
Farbnuancen von rötlich-lila nach lila-grau ließen sich bei pH 4 über weite Bereiche von 1:10 
bis 1:103 bzw. nicht ganz so ausgeprägt bei pH 5 von 1:200 bis 1:103 beobachten. Ab einem 
pH-Wert von 7 war es dagegen nicht mehr möglich, Farbänderungen in der Lösung mit dem 
bloßen Auge wahrzunehmen. Dennoch lassen die zugehörigen UV-vis-Spektren klare 
Verschiebungen des Plasmonensignals erkennen. Die Abbildung 6.9 b zeigt dazu eine 
Zusammenfassung der jeweiligen Peakverschiebungen bezogen auf den Ausgangszustand für 
die einzelnen Versuchsreihen von pH 4 bis pH 10 bei den verschiedenen Verdünnungen des 
Virusprobenmaterials. Zusätzlich enthält diese Darstellung die Ergebnisse von 
Referenzmessungen mit Antikörper funktionalisierten Goldnanopartikeln (pH 6-7), die gegen 
das Protein Hämagglutinin gerichtet waren, sowie für unfunktionalisierte Citrat stabilisierte 
Goldnanopartikel (pH 6-7). Wie anhand dieser Daten ersichtlich wird, traten Änderungen der 
optischen Eigenschaften der Goldnanopartikel unabhängig vom pH-Wert der Lösungen und 
der Funktionalisierung der Nanopartikel überwiegend in einem Konzentrationsbereich des 
Virusprobenmaterials von 1:103 bis 1:20 auf. Sowohl oberhalb als auch unterhalb dieses 
Konzentrationsbereiches kam es mit Ausnahme der Versuchsreihe bei pH 4 nur zu 
geringfügigen Signaländerungen. Insofern stimmen diese Beobachtungen mit den 
Ergebnissen des unspezifischen Nachweises für die Wechselwirkung unfunktionalisierter 
∅20 nm Goldnanopartikel mit aufgereinigtem Virusmaterial überein (graue Kurve, siehe auch 
Abschnitt 6.3.1, Abbildung 6.1 bzw. 6.2 b). In Abhängigkeit vom pH-Wert BCV-Antikörper 
funktionalisierter Goldnanopartikel zeigt sich eine Abnahme der Signalintensität mit 
zunehmenden Werten. Wie bereits anhand der Farbänderungen in Abbildung 6.9 a der 
einzelnen Lösungen ersichtlich ist, traten die größten Signaländerungen mit ∆λ≈30 nm bei 
den Versuchen mit pH 4 auf. Für die Versuchsreihe bei pH 10 betrug diese maximale 
Peakverschiebung dagegen nur noch ∆λ≈10 nm. Allerdings zeigten die Proben bei pH 4, auch 
bereits ohne die Zugabe des eigentlichen Analyten, eine deutliche Peakverschiebung 
(λ=585 nm) gegenüber der ursprünglichen Ausgangslage, was auf einen gewissen Grad der 
Destabilisierung der Nanopartikel in Lösung und eine leichte Partikelagglomeration hinweist. 
Ohne pH-Wert Änderungen befand sich das Maximum der Plasmonenbande für derartig 
funktionalisierte Goldnanopartikel etwa bei λ=536 nm (pH 6-7). Wenn auch bezüglich des 
Antikörpers von Seiten des Anbieters keine detaillierten Angaben zu erhalten waren, so liegt 
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der isoelektrische Punkt vergleichbarer IgG-Antikörper üblicherweise etwa bei pH 6. Insofern 
wäre es durchaus vorstellbar, dass diese Untersuchungen bei deutlich niedrigeren pH-Werten 
zu Veränderungen der Ladungsverteilung, Konformationsänderungen oder gar zur 
Denaturierung des Antikörpers geführt haben, infolgedessen es zu unspezifischen 
Wechselwirkungen in der Lösung kommen kann. Die daraufhin nach Zugabe des 
Virusprobenmaterials zu messenden hohen Werte der Signalverschiebung ergeben sich als 
Folge fortschreitender Agglomeration bereits vorhandener kleinerer Partikelagglomerate. Dies 
zeigte sich in den UV-vis-Spektren an einer deutlichen Aufweitung der Plasmonenbande in 
Abhängigkeit von der Virusprobenmaterialkonzentration. Gleichzeitig konnte in diesem 
Zusammenhang für sehr hohe Konzentrationen des Virusprobenmaterials wieder eine 
Stabilisierung der Goldnanopartikel in Lösung beobachtet werden, vermeintlich durch das 
Probenmaterial selbst, was sich beispielsweise in Form einer Peakverschiebung bis auf Werte 
unterhalb der Ausgangslage für diese Messungen bei pH 4 äußerte. Abbildung 6.9 b gibt 
diesen Sachverhalt durch negative Werte für den Peakshift für diese Versuchsreihe wieder. Im 
Gegensatz dazu zeigten die Proben bei pH 5 vor der Zugabe des Virusprobenmaterials kaum 
einen Peakshift oder eine Peakverbreiterung. Entsprechende Signaländerungen traten erst mit 
zunehmender Analytkonzentration auf und waren mitunter dennoch in der gleichen 
Größenordnung wie bei Proben der Versuchsreihe für pH 4 (∆λ≈25 nm) zu beobachten. Ein 
ähnliches Verhalten, wenn auch nicht mehr ganz so ausgeprägt, zeigten ebenfalls die 
Versuchsreihen für pH 7 und pH 9. Die generell zu beobachtende Abnahme der 
Signalintensität mit ansteigendem pH-Wert lässt sich ebenfalls auf eine zunehmende 
Entfernung von vermeintlich gebräuchlichen pH-Werten sowohl für den Antikörper als auch 
für das Virusprobenmaterial begründen, so dass eine Zunahme unspezifischer 
Wechselwirkungen nicht mehr gänzlich auszuschließen ist. In diesem Zusammenhang deuten 
auch die Daten der als Referenzmessung geführten HA-Antikörper funktionalisierten 
Goldnanopartikel auf entsprechende Signaländerungen in Abhängigkeit von der 
Analytkonzentration hin. Allerdings liegen diese Werte deutlich unterhalb der anderen 
Messwerte, so dass hier ebenfalls unspezifische Wechselwirkungserscheinungen anzunehmen 
sind. Ähnliche Ergebnisse lieferten auch die Bindungstests im heterogenen Assay (Dot Blot) 
mittels Antikörper-Antikörper Erkennung, wobei keine signifikante Wechselwirkung wie für 
den verwendeten BCV-Antikörper nachgewiesen werden konnte. Eine äußerst schwache 
Bande war aber dennoch zu erkennen.  
In der Annahme, dass diese beobachteten Signaländerungen wesentlich durch die Form der 
Goldnanopartikel beeinflusst werden und möglicherweise für stäbchenförmige Nanopartikel 
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noch deutlicher ausfallen könnten, wurden die entsprechenden Untersuchungen auch mit 
Antikörper funktionalisierten Goldnanorods durchgeführt. Bereits in Kapitel 2.2.2 wurde auf 
die Bedeutung der Nanopartikelform hinsichtlich der Sensitivität bzw. der Intensität der 
Signalverschiebung bei Änderungen der dielektrischen Umgebung hingewiesen (siehe auch 
Kapitel 2.1.2.3). Zusätzlich begünstigt die Form der Goldnanorods die Überbrückung 
größerer Bereiche auf der Virusoberfläche, so dass die Wahrscheinlichkeit der Teilchen-
Teilchen-Wechselwirkung steigt. Ein weiterer positiver Aspekt besonders im Hinblick auf 
spätere Anwendungen der Nanorods mit dem Originalprobenmaterial ist die deutlich 
separierte Lage der longitudinalen Plasmonenbande von Goldnanorods mit 
Aspektverhältnissen größer 2 gegenüber der Absorptionsbande des im Originalmedium 
enthaltenen Farbstoffes Phenolrot. 
Eine Übersicht der Ergebnisse des colorimetrischen Assays als auch ausgewählte UV-vis-
Spektren für die Wechselwirkung von Goldnanorods (AV=3) mit dem Virusmaterial wurden 
in Abbildung 6.10 dargestellt.  
 
 
 
(a) 
(b) 
Abbildung 6.10: Wechselwirkung Antikörper funktionalisierter Goldnanorods (AV=3) mit BC-Viren, 
(a) colorimetrischer Assay; (b) UV-vis-Messungen. 
 
Wie aus diesen Ergebnissen hervorgeht, kommt es in Wechselwirkung mit dem 
Virusprobenmaterial zu einer deutlich ausgeprägteren Verschiebung der longitudinalen 
Plasmonenbande der Nanorods in den UV-vis-Spektren, als dies bei sphärischen 
Nanopartikeln der Fall war. Im konkreten Beispiel trat die maximale Verschiebung bei einer 
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Verdünnung des Probenmaterials von 1:103 auf und betrug ∆λ=25 nm. Zum Vergleich bei 
sphärischen Nanopartikeln (∅20 nm) wurde lediglich eine maximale Verschiebung von 
∆λ=15 nm bei einer Verdünnung von 1:102 gemessen (siehe Abbildung 6.8 b). Teilchen-
Teilchen-Wechselwirkungen und damit verbunden die Bildung eines weiteren Peaks bei 
höheren Wellenlängen, wie sie ursprünglich angenommen wurden, konnten dagegen nicht 
beobachtet werden, da die longitudinale Plasmonenbande der Goldnanorods (AV=3) zu nahe 
an der Grenze des sichtbaren Lichts bzw. dem Messbereich des verwendeten UV-vis-
Spektrometers lag (λlong=740 nm). Aus dem gleichen Grund ist es auch nicht möglich, einen 
Farbumschlag im colorimetrischen Assay zu beobachten (Abbildung 6.10 a). Abhilfe könnte 
in diesem Fall die Verwendung deutlich kürzerer Goldnanorods mit einer longitudinalen 
Plasmonenbande unterhalb von 700 nm schaffen. Allerdings war es bisher nicht möglich, 
diese Nanorods während der Funktionalisierung ausreichend zu stabilisieren. Generell ist an 
dieser Stelle anzumerken, dass der gewählte Prozess der Carboxylierung der 
Nanopartikeloberfläche mit der darauffolgenden Anbindung des Antikörpers über EDC/NHS 
für Goldnanorods eher ungeeignet  zu sein scheint. Insofern lässt sich unter Verwendung von 
Goldnanorods, wie an diesem Beispiel gezeigt, zwar die Sensitivität erhöhen, der Aufbau 
eines colorimetrischen Nachweises für dieses System war damit allerdings nicht möglich. Aus 
diesem Grund wurden die Experimente zur Wechselwirkung Antikörper funktionalisierter 
Nanopartikel mit Virusprobenmaterial des BCV überwiegend mit sphärischen 
Goldnanopartikeln durchgeführt.  
Darüber hinaus wurden, auf diesen Ergebnissen aufbauend, Untersuchungen mit Antikörper 
funktionalisierten Nanopartikeln, beispielsweise mit sphärischen Gold- oder Silber-
nanopartikeln, und dem Virusprobenmaterial im Originalpuffer durchgeführt. Die 
gewonnenen Daten brachten allerdings keinen weiteren Erkenntnisgewinn, so dass auf eine 
Darstellung dieser Ergebnisse verzichtet wurde.  
 
6.4.3 H3N2-Virus 
In Anlehnung an die Arbeiten zum Rinder-Coronavirus wurde auch die Wechselwirkung 
funktionalisierter Goldnanopartikel mit H3N2-Virusprobenmaterial untersucht. Als 
Erkennungsstruktur sollte zunächst das Hämagglutinin-System (HA), ausgehend von der 
Erkennung des oberflächengebundenen viralen Glykoproteins Hämagglutinin durch 
kommerziell verfügbare HA-Antikörper, verwendet werden. Entsprechende 
Voruntersuchungen zur spezifischen Erkennung des durch die Firma Glaxo Smith Kline 
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Biologicals bereitgestellten Virusmaterials mit kommerziell verfügbaren HA-Antikörpern 
wurden durch das Institut für Genetik durchgeführt. Diese Untersuchungen belegen eine gute 
Bindungsaffinität der von der Firma Roche hergestellten Antikörper.  
Die Funktionalisierung der Goldnanopartikel erfolgte analog zu der in Kapitel 3.2.3 
beschriebenen Methode für IgG1-Antikörper über die kovalente Anbindung der 
HA-Antikörper. Entsprechende Untersuchungen wurden sowohl mit sphärischen 
Goldnanopartikeln unterschiedlicher Teilchendurchmesser von ∅10 nm bis ∅50 nm und 
Form (Goldnanorods) durchgeführt. Abbildung 6.11 zeigt eine Zusammenstellung der 
Ergebnisse am Beispiel HA-Antikörper funktionalisierter sphärischer Goldnanopartikel mit 
einem Teilchendurchmesser von Ø20 nm in Wechselwirkung mit unterschiedlichen 
Konzentrationen des Virusprobenmaterials. Alle Arbeiten bzw. sämtliche Verdünnungen 
wurden in PBS-Puffer (0,01 M pH 7) durchgeführt.  
 
        
 
 
(a) 
(b) 
Abbildung 6.11: Wechselwirkung Antikörper funktionalisierter sphärischer Goldnanopartikel (∅20 nm) 
mit H3N2-Viren, (a) colorimetrischer Assay; (b) UV-vis-Messungen. 
 
Wie diese Ergebnisse zeigen, kam es in Abhängigkeit von der Konzentration des 
Probenmaterials zu Änderungen in der kolloidalen Lösung funktionalisierter 
Goldnanopartikel. Zwar war es nicht möglich ein colorimetrisches Signal in Form einer 
Farbänderung von rot nach blau zu beobachten, allerdings lassen die zugehörigen UV-vis-
Spektren eine deutliche Verschiebung des Plasmonenpeaks erkennen. Entsprechende 
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Änderungen des Plasmonensignals traten im Bereich der H3N2-Virusprobenmaterial-
konzentration von 1:103 bis 1:10 auf. Bei einer Verdünnung des Probenmaterials von 1:102 
kam es zu einer maximalen Peakverschiebung von 10 nm gegenüber der Ausgangslage 
(λ=535 nm). Höhere Konzentrationen des Virusprobenmaterials führten dagegen zu einer 
Blauverschiebung des Plasmonenpeaks in Richtung der Ausgangslage (1:10, λ=539 nm). 
Gleichzeitig deutet sich eine Peakverbreiterung an, was vermeintlich auf eine Zunahme der 
Plasmonendämpfung durch die Änderung der Umgebungsbedingungen der Goldnanopartikel 
zurückzuführen ist. Mögliche Ursachen dafür können sowohl die Zunahme des 
Viruspuffermediums sein, dessen Konzentration ebenfalls mit abnehmender Verdünnung in 
PBS-Puffer steigt, als auch die generell erhöhte Konzentration des viralen Probenmaterials. 
Unabhängig vom Ursprung dieser Peakverbreiterung deutet die Peakverschiebung zurück in 
Richtung der Ausgangslage mit steigender Konzentration darauf hin, dass die zu 
beobachtende maximale Signaländerung bei einer Verdünnung von 1:102 nicht allein aus der 
Änderung des dielektrischen Umgebungsmediums resultieren kann. Vielmehr ist 
anzunehmen, dass diese Beobachtungen auf der Wechselwirkung der Partikel untereinander 
beruhen, wobei sich die geringe Intensität der Peakverschiebung auf größere Abstände 
zwischen den einzelnen Goldnanopartikeln zurückführen lässt [Jain 2008]. Als mögliche 
Ursache kommen dafür sowohl die dichte Belegung der Nanopartikeloberflächen mit 
Antikörpern in Frage, was allgemein zu einer Abstandsvergrößerung in der Partikel-Partikel-
Wechselwirkung beiträgt, als auch die breite Größenverteilung des verwendeten 
Probenmaterials. Leider lieferten die elektronen-mikroskopischen Untersuchungen (REM 
oder TEM) wenig Aufschluss bei diesen Betrachtungen. Ähnliche Ergebnisse der 
Signaländerung in Abhängigkeit von der Virusmaterialkonzentration ließen sich auch unter 
Verwendung Antikörper funktionalisierter ∅10 nm Goldnanopartikel beobachten. Allerdings 
fiel die maximale Peakverschiebung gegenüber der Ausgangslage mit einem Betrag von 
durchschnittlich ∆λ=5 nm deutlich geringer aus als im Vergleich zu den ∅20 nm 
Goldnanopartikeln. Nicht möglich war dagegen die Nachweisführung mit HA-Antikörper 
funktionalisierten sphärischen ∅50 nm Goldnanopartikeln sowie Goldnanorods. In beiden 
Fällen konnten unabhängig von der Konzentration des Virusmaterials keinerlei 
Signaländerungen beobachtet werden. Es ist anzunehmen, dass die Ursache für dieses 
Verhalten bei der Wechselwirkung der Nanopartikel mit dem Antikörper lag. So konnte 
bereits während dem Funktionalisierungsschritt oftmals die Destabilisierung und die 
Agglomeration der Goldnanopartikel in Lösung beobachtet werden. Insofern war es nicht 
möglich, die Sensitivität dieses Nachweisverfahrens durch die Wahl größerer 
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Goldnanopartikel oder anderer Nanopartikelformen noch wesentlich zu steigern. Eine weitere 
Alternative ergibt sich mitunter aus der Veränderung des Schichtaufbaus bzw. der 
Funktionalisierung. In diesem Rahmen wurde versucht Ø20 nm Goldnanopartikel mit dem 
Fab-Fragment, einem verkürzten Antigen bindenden Teil des Antikörpers, zu belegen. Wie 
sich dabei herausstellte, war es nicht möglich, die Nanopartikel nach erfolgter 
Funktionalisierung und Aufreinigung in PBS-Puffer wieder ausreichend zu stabilisieren. 
Untersuchungen, die mit derartig funktionalisierten Nanopartikeln in Wechselwirkung mit 
dem Virusprobenmaterial durchgeführt wurden, lieferten stark schwankende und schwer 
reproduzierbare Ergebnisse, so dass auch mit diesem Ansatz keine Verbesserung des 
Messsignals zu erzielen war.  
Alternativ zu den Experimenten mit unterschiedlichen Antikörpern wurde auch die chemische 
Modifizierung der Nanopartikeloberfläche mit N-Acetylneuraminsäure (NANA) aus der 
Gruppe der Sialinsäuren untersucht. Üblicherweise kommt dieses System bei der Anbindung 
der Viren an die Zellmembran zum Tragen. Dabei wechselwirken Sialinsäurereste der Zellen 
mit dem auf der Oberfläche der Viren gebundenen Hämagglutinin [Hyatt 1993]. Wie sich bei 
der Funktionalisierung der Nanopartikel mit Sialinsäure allerdings herausstellte, war es nicht 
möglich, diese funktionalisierten Goldnanopartikel stabil in PBS-Puffer zu überführen. 
Bereits kleinere Mengen des Puffermediums führten zur Agglomeration der Nanopartikel in 
Lösung. Aus diesem Grund wurden die Experimente in Wasser und nicht wie bisher in PBS-
Puffer durchgeführt. Entgegen dem bisherigen Detektionsprinzip sollte das Virusmaterial die 
Rolle eines Stabilisators übernehmen und die durch die Zugabe von PBS-Puffer induzierte 
Agglomeration der Nanopartikel in Lösung unterbinden. Abbildung 6.12 zeigt eine 
Zusammenstellung einiger charakteristischer Ergebnisse dieser Versuche am Beispiel 
N-Acetylneuraminsäure funktionalisierter Goldnanorods mit unterschiedlichen 
Konzentrationen des H3N2-Virusprobenmaterials.  
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(a) 
(c) (b) 
Abbildung 6.12: Wechselwirkung N-Acetylneuraminsäure funktionalisierter Goldnanorods mit H3N2-
Virusprobenmaterial (AV 2,7), (a) colorimetrischer Assay NANA funktionalisierter AuNR; (b) TEM –
H3N2 Verdünnung 1:10; (c) TEM –H3N2 Verdünnung 1:103. 
 
Wie anhand dieser Ergebnisse zu erkennen ist, kam es bei der Durchführung der Experimente 
zu deutlichen Unterschieden in der Farbausprägung der einzelnen Lösungen in Abhängigkeit 
von der Konzentration des zugesetzten Virusprobenmaterials (siehe Abbildung 6.12 a). Die 
Zugabe des reinen PBS-Puffers ohne jegliches Virusmaterial führte zu einer Entfärbung der 
kolloidalen Lösungen. Mit ansteigender Viruskonzentration ließ sich dann zunehmend die 
ursprüngliche charakteristische grüne Farbe der Goldnanorodlösung beobachten (im Bereich 
von 1:20 bis 1:10), was auf die zunehmende Stabilisierung der N-Acetylneuraminsäure 
funktionalisierten Goldnanorods durch die Bestandteile der Viruslösung hindeutet. Die 
Abbildungen 6.12 b und 6.12 c zeigen dazu eine Gegenüberstellung der einzelnen Zustände in 
Abhängigkeit von der Probenkonzentration. Während es bei sehr niedrigen Konzentrationen 
des Virusprobenmaterials eher zur Destabilisierung und Agglomeration der Nanopartikel kam 
(Abbildung 6.12 c), wurden die Nanorods bei hohen Konzentrationen durch Bestandteile der 
Viruslösung stabilisiert bzw. separiert (Abbildung 6.12 b). Entsprechend deutlich zeichnen 
sich diese Unterschiede auch im spektralen Verlauf der Goldnanorods in Abhängigkeit von 
der Konzentration des Virusmaterials ab (Abbildung 6.13 a).  
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(b)  (a)  
Abbildung 6.13: UV-vis-Spektren zur Wechselwirkung chemisch unterschiedlich modifizierter Gold-
nanorods (AV 2,7) mit H3N2-Virenmaterial, (a) NANA funktionalisierte AuNR; (b) Amino-
funktionalisierte AuNR (Referenz). 
 
Im Ausgangszustand im wässrigen Medium bzw. ohne die Zugabe eines Analyten wiesen die 
N-Acetylneuraminsäure funktionalisierten Goldnanorods ein Absorptionsmaximum der 
longitudinalen Plasmonenbande bei etwa 638 nm auf (schwarze gestrichelte Linie in 
Abbildung 6.13 a). Mit der Zugabe des PBS-Puffers bzw. für sehr geringe Konzentrationen 
des Virusprobenmaterials (1:106 bis 1:103) kam es zu drastischen Verschiebungen des 
Plasmonensignals bis in den nahen Infrarotbereich (λlong=870 nm) und einer Aufweitung der 
Bande. Ab einer Konzentration von 1:102 bis 1:50 lassen sich dagegen erste Anzeichen für 
eine Stabilisierung der Goldnanorods im spektralen Verlauf erkennen, wie zum Beispiel die 
deutliche Abnahme der Peakverschiebung und damit verbunden eine geringere 
Peakaufweitung. Bei einer Verdünnung des Virusmaterials von 1:10 betrug die maximale 
Peakverschiebung gegenüber der Ausgangslage letztlich nur noch 26 nm (λlong=664 nm). Zum 
Vergleich der Sensitivität der beiden Plasmonenbanden der Goldnanorods sei an dieser Stelle 
angemerkt, dass sich während all dieser Reaktionen die transversale Plasmonenbande 
gegenüber der Ausgangslage nur maximal um 6 nm bei 513 nm verändert. 
Beim Vergleich dieser Ergebnisse für N-Acetylneuraminsäure funktionalisierte Goldnanorods 
mit unfunktionalisierten Goldnanopartikeln nach der Zugabe von Natriumchlorid (siehe 
Abschnitt 6.3.2) zeigt sich, dass die Wertebereiche, in denen die zu beobachtenden 
Änderungen auftraten, nahezu identisch sind. In beiden Fällen kam es unterhalb einer 
kritischen Konzentration des Virusprobenmaterials von 1:50 zur Destabilisierung der 
kolloidalen Lösungen und damit zu Farbänderungen. Oberhalb dieser Konzentration setzte 
eine Stabilisierung der Goldnanopartikel in der Lösung ein, was sich durch die zunehmende 
Wechselwirkung mit dem Virusprobenmaterial begründen lässt (siehe Abbildung 6.12 b). 
Insofern legen diese Ergebnisse die Vermutung nahe, dass es sich im Falle der mit Sialinsäure 
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chemisch modifizierten Goldnanorods anstelle spezifischer auch um unspezifische 
Wechselwirkungen handeln könnte. Um diesen Sachverhalt etwas eingehender zu überprüfen, 
wurden Untersuchungen mit negativ geladenen, carboxylierten Goldnanorods und mit positiv 
geladenen, Amino-funktionalisierten Goldnanorods als Referenzexperimente durchgeführt. 
Keiner dieser beiden experimentellen Ansätze zeigte annähernd das Verhalten wie 
N-Acetylneuraminsäure funktionalisierte Goldnanorods in Wechselwirkung mit dem 
Virusprobenmaterial. Während unter Verwendung carboxylierter Goldnanorods über den 
gesamten Messbereich fast nahezu keinerlei Signaländerungen zu beobachten waren, kam es 
im Falle der Amino-funktionalisierten Goldnanorods unabhängig von der Konzentration des 
Virusprobenmaterials stets zur Entfärbung der Lösungen und demzufolge zur Agglomeration 
der Nanopartikel in der Lösung. Ein stabilisierender Effekt, wie es bei Versuchen mit 
N-Acetylneuraminsäure funktionalisierten Goldnanorods mit zunehmender Konzentration des 
Virusmaterials der Fall war, konnte nicht beobachtet werden. Das belegen auch die 
Ergebnisse der UV-vis-Messungen (Abbildung 6.13 b). Die zu beobachtende leichte 
Verschiebung der Plasmonenbande in Richtung der Ausgangslage mit zunehmender 
Konzentration könnte allgemein auf eine Änderung der Umgebungsbedingungen oder auf 
unspezifische Wechselwirkungen mit Bestandteilen der Viruslösung zurückzuführen sein. 
Insofern belegen diese Untersuchungsergebnisse ein verändertes Reaktionsverhalten 
N-Acetylneuraminsäure funktionalisierter Goldnanorods gegenüber den Referenzversuchen, 
was auf eine erfolgreiche Modifikation der Oberfläche durch die Anbindung von 
N-Acetylneuraminsäure schließen lässt. Die Frage nach der Ursache der Wechselwirkungen 
zwischen funktionalisierten Goldnanorods und Virusprobenmaterial ist dagegen allein auf der 
Grundlage dieser Daten nicht abschließend zu klären. Weiterführende Experimente könnten  
beispielsweise in Richtung kompetitiver Assay oder zusätzlicher Untersuchungsverfahren 
gehen.  
 
6.5 Zusammenfassung 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Aufbau eines Nanopartikel-basierten Assays in Lösung 
für den colorimetrischen Nachweis viralen Probenmaterials, am Beispiel des Rinder-
Coronavirus (BCV) und des humanen Influenzavirus (H3N2), untersucht. Das Potential eines 
solchen Sensorprinzips konnte bereits am einfachen Beispiel unfunktionalisierter 
Goldnanopartikel in Wechselwirkung mit dem Virusprobenmaterial des BCV aufgezeigt 
werden. Unter Verwendung von Goldnanopartikeln mit einem Teilchendurchmesser von  
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Ø100 nm war es möglich in PBS-Puffer aufgereinigtes BCV Probenmaterial mit Hilfe der 
Farbreaktion bis zu einer Verdünnung der Ausgangslösung von 1:104 (9,4 fM) nachzuweisen 
(siehe Abbildung 6.1). Darüber hinaus belegen Messungen der Proben im 
Originalpuffermedium eine deutlich nachweisbare Farbreaktion in Abhängigkeit von der 
Konzentration des Virusprobenmaterials trotz Überlagerung des colorimetrischen Signals mit 
einem dem Medium zugesetzten Farbstoffes (Phenolrot, λMax=558 nm). Ähnlich aufgebaute 
Versuche mit dem humanen Influenzavirus und Goldnanopartikeln in Lösung brachten 
dagegen keine derartigen Ergebnisse. Erst durch die Erhöhung der Ionenstärke durch Zugabe 
von Natriumchlorid konnte überhaupt eine farbliche Reaktion im Sinne eines 
colorimetrischen Nachweises induziert werden (siehe Abbildung 6.5). Unklar ist allerdings, 
inwiefern im Medium enthaltene Zusätze diese unspezifische Reaktion beeinflussen. Da 
durch die Verwendung unfunktionalisierter Goldnanopartikel eine Wechselwirkung mit 
anderen Bestandteilen der Lösung, beispielsweise mit Ionen oder Molekülen, generell nicht 
auszuschließen ist, sollten die weiterführenden Untersuchungen mit funktionalisierten 
Goldnanopartikeln durchgeführt werden. Erste Ansätze mit Antikörper funktionalisierten 
Goldnanopartikeln deuten zwar auf eine nachweisbare Reaktion der Goldnanopartikel mit 
dem Virusprobenmaterial hin (siehe Abbildungen 6.8 b, 6.10 b, 6.11 b), allerdings waren die 
zu beobachtenden Änderungen der optischen Eigenschaften der Goldnanopartikel stets zu 
gering für eindeutig wahrnehmbare Signaländerungen im Sinne eines colorimetrischen 
Assays. Dies konnte zum einen auf die breite Größenverteilung des Virusprobenmaterials und 
zum anderen auf die Funktionalisierung der Goldnanopartikel zurückgeführt werden. 
Üblicherweise erfolgte die Belegung der Nanopartikeloberfläche vollständig mit Antikörpern, 
was zugleich zu einer ungewollten Abstandsvergrößerung und somit zu einer Abnahme der 
Signalverschiebung bei einer möglichen Partikel-Partikel-Wechselwirkung beiträgt (siehe 
Kapitel 2.2.3). Entsprechende Versuche mit größeren Goldnanopartikeln, anderen 
Partikelformen oder einem veränderten Schichtaufbau bei der Antikörperanbindung, bspw. 
Fab-Antikörper, brachten keine Verbesserung. Allerdings konnte im Zusammenhang mit der 
chemischen Modifizierung der Nanopartikeloberfläche und durch die Anbindung von 
N-Acetylneuraminsäure ein viel versprechender Ansatz für einen colorimetrischen Nachweis 
des humanen Influenzavirus aufgezeigt werden. Weiterführende Experimente könnten  
beispielsweise in Richtung eines kompetitiven Assays von N-Acetylneuraminsäure 
funktionalisierten Goldnanorods und freier N-Acetylneuraminsäure in Wechselwirkung mit 
dem Virusprobenmaterial oder zusätzlicher Untersuchungsverfahren gehen.  
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Bezüglich der Verwendung von Antikörpern für die Funktionalisierung der Goldnanopartikel 
könnte ein veränderter Schichtaufbau mit dem Ziel einer möglichst kleinen funktionellen 
Schicht und einer geringen Anzahl von Antikörpern auf der Nanopartikeloberfläche zu einer 
deutlichen Verbesserung des Signals beitragen. Ein entsprechender Ansatz ergibt sich 
beispielsweise durch den Aufbau einer heterogenen Grundstruktur, bestehend aus einer 
Mischung aus reaktiven funktionellen Gruppen (bspw. Carboxylgruppen) und nicht reaktiven 
Gruppen (bspw. PEG-Einheiten) [Zheng 2004, Liu 2007].  
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7.0 Einfluss der Teilchengröße auf die Signalbildung colori-
metrischer Sensoren 
7.1 Einleitung 
Im Kapitel 2.2 wurden bereits grundlegende Aspekte Nanopartikel-basierter colorimetrischer 
Sensoren, wie zum Beispiel das Sensorprinzip, die Bedeutung der Nanopartikelgröße und des 
Teilchenabstandes, die Funktionalisierung und die Reaktionszeit angesprochen. Diese 
Einflussfaktoren sind im Wesentlichen bekannt und werden zum Großteil umfassend in der 
Literatur beschrieben. Darüber hinaus deuten diese Daten auf einen Zusammenhang zwischen 
der Anwendbarkeit des colorimetrischen Sensorprinzips und der Größe des zu betrachtenden 
Analyten hin. So konzentriert sich die Mehrzahl dieser Anwendungen auf die Detektion von 
Ionen, Molekülen oder Proteinen, während sich nur wenige Veröffentlichungen für 
komplexere biologische Strukturen wie zum Beispiel Zellen oder Bakterien finden lassen  
(siehe Kapitel 2.2.4). Für den Fall, dass Analyt- und Sensorteilchen etwa mit gleicher 
Teilchengröße in Lösung vorliegen, geht aus den Daten in der Literatur sogar eine mögliche 
Kluft in der Anwendbarkeit Nanopartikel-basierter colorimetrischer Nachweisverfahren 
hervor. Des Weiteren scheint sich die Nachweisgrenze mit zunehmender Größe des Analyten 
zu geringen Werten zu verschieben.  
Anhand der nachfolgenden Betrachtungen sollen diese Aspekte etwas eingehender untersucht 
werden. Darüber hinaus lassen sich mit Hilfe der gewonnenen Daten Aussagen bezüglich der 
Nachweisbarkeit und der Nachweisgrenze in Abhängigkeit von der Größe des Analyten 
ableiten, was einen generellen Überblick zur Anwendbarkeit des colorimetrischen 
Sensorprinzips ermöglicht.  
 
7.2 Experimentelle Ergebnisse 
Im Rahmen dieser Untersuchungen wurde ein Modellsystem entwickelt, mit dem der Einfluss 
der Größe des Analyten und der Sensorteilchen auf den Farbumschlag und damit die Signal-
bildung über weite Bereiche der Größenskala studiert werden kann. 
Für die experimentellen Untersuchungen wurden sphärische Goldnanopartikel, die mit 
Mercaptoundecansäure funktionalisiert wurden, verwendet (siehe Kapitel 3). Die Größe dieser 
Nanopartikel lag im Bereich von ∅5 nm bis ∅100 nm. Durch die Funktionalisierung mit 
Mercaptoundecansäure weisen diese Goldnanopartikel eine carboxylierte Oberfläche mit 
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einer negativen Oberflächenladung auf. Als Analyten wurden unterschiedliche Stoffe 
verwendet. Der Nachweis sehr kleiner Spezies erfolgte am Beispiel eines mehrwertigen 
kationischen Platinkomplexes (H2PtCl6). Die Daten für größere komplexe Moleküle beruhen 
auf den Ergebnissen mit Poly(Propylene Imine)-Dendrimeren (siehe Kapitel 5). Alle 
Untersuchungen mit Analyten >∅10 nm wurden anhand von Polystyrolbeads durchgeführt. 
Durch die Funktionalisierung mit Aminogruppen in der äußeren Hülle wiesen diese Partikel 
eine positive Oberflächenladung auf.  
Für die einzelnen Versuche wurden stets 100 µl einer kolloidalen Goldnanopartikellösung 
jeweils mit der gleichen Partikelkonzentration bzw. optischen Dichte mit 20 µl des jeweiligen 
Analyten über einen breiten Konzentrationsbereich des Analyten versetzt 
(Verdünnungsreihe). Üblicherweise betrug die optische Dichte der Nanopartikellösung bei 
diesen Versuchen im Ausgangszustand, d.h. ohne die Zugabe eines Analyten, den Wert 1. 
Anschließend erfolgte nach Zugabe der nachzuweisenden Substanz die Charakterisierung 
hinsichtlich des Auftretens einer Farbänderung der kolloidalen Lösung als Folge der 
Partikelagglomeration.  
In diesem Zusammenhang haben die Untersuchungen gezeigt, dass sich vor allem mit 
Goldnanopartikeln im Größenbereich von ∅20 nm bis ∅50 nm optimale Ergebnisse 
hinsichtlich der Stabilität des colorimetrischen Sensorsystems, der Signalauswertung und der 
Nachweisgrenze für einen Analyten erzielen lassen. Die Verwendung kleinerer 
Teilchengrößen (<∅20 nm) führte wiederum häufig zu einer Abnahme der Empfindlichkeit 
sowie generell zu einer Verschiebung der Nachweisgrenze zu höheren Werten [Zhong 2004]. 
Bei größeren Goldnanopartikeln (>∅50 nm), die sich zwar im Allgemeinen durch eine höhere 
Sensitivität auszeichnen (siehe Kapitel 2), kam es dafür zu einer Abnahme der Stabilität der 
kolloidalen Lösungen. Darüber hinaus erschwerte die Verwendung von Goldnanopartikeln 
>∅100 nm häufig auch eine colorimetrische Signalauswertung, da es zu einer Abnahme der 
sichtbaren Signaländerung kam (Farbumschlag von schwach gelb/rot zu schwach lila/grau). 
Insofern wurden die nachfolgenden Betrachtungen überwiegend mit Goldnanopartikeln im 
Größenbereich von ∅20 nm bis ∅50 nm durchgeführt. Am Beispiel funktionalisierter 
∅20 nm großer Goldnanopartikel mit einer optischen Dichte von 1 zeigt Abbildung 7.1 eine 
Zusammenstellung wesentlicher Ergebnisse dieser Untersuchungen in Abhängigkeit von der 
Größe des Analyten.  
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Abbildung 7.1: Farbumschlagsbereiche in Abhängigkeit von der Größe des Analyten unter Verwendung 
negativ funktionalisierter AuNP (AuNPCOOH, ∅20 nm, OD 1). 
 
Wie anhand der Darstellung in Abbildung 7.1 ersichtlich ist, lässt sich die colorimetrische 
Nachweisreaktion mittels Goldnanopartikeln in Lösung generell über einen breiten 
Größenbereich unterschiedlichster Analyten realisieren. Dabei kommt es mit zunehmender 
Größe dieser Analyten zu einer Abnahme der für den Farbumschlag erforderlichen 
Konzentrationen der jeweils nachzuweisenden Substanz. So erfolgt der Farbumschlag 
beispielsweise von Ionen oder Molekülen (DA < 10 nm) stets bei deutlich höheren 
Konzentrationen als bspw. gegenüber von Viren oder Bakterien (DA > 100 nm). Diese 
Beobachtungen stimmen tendenziell mit den Angaben aus den Experimenten anderer 
Arbeitsgruppen zur Anwendung des colorimetrischen Nachweisprinzips mittels 
Goldnanopartikeln in Lösung für die unterschiedlichsten Stoffe und Verbindungen überein. In 
diesem Zusammenhang sei exemplarisch auf die Arbeiten von Kim et al. für DA < 10 nm 
[Kim 2001] und von Singh et al. für DA > 100 nm [Singh 2009] verwiesen.  
Darüber hinaus belegen die in Abbildung 7.1 dargestellten Ergebnisse, dass sich der 
Konzentrationsbereich, innerhalb dessen ein Farbumschlag zu beobachten ist, mit 
zunehmender Größe des Analyten verringert.   
Diese Ergebnisse spiegeln sich auch unter Verwendung anderer Teilchengrößen und 
Ausgangskonzentrationen der Nanopartikel in Lösung wider. Abbildung 7.2 zeigt dazu eine 
etwas verallgemeinerte Form der Darstellung von Abbildung 7.1 für ∅20 nm und ∅50 nm 
Goldnanopartikel in Abhängigkeit von der Konzentration der Sensorteilchen für die 
unterschiedlichen Analytgrößen. Die optische Dichte dient dabei als Maß für die 
Konzentration der Nanopartikel in Lösung. Entsprechend dem Lambert-Beerschen Gesetz ist 
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diese proportional zur Nanopartikelkonzentration (cNP) und dem molaren Extinktions-
koeffizienten (εNP) sowie der Weglänge für den Strahlendurchgang in einer Messküvette (d).  
 dcOD NPNP ⋅⋅= ε   (7.1) 
 
 
Abbildung 7.2: Farbumschlagsbereiche für unterschiedliche Analytgrößen in Abhängigkeit von der 
Nanopartikelkonzentration (OD=1 dunkel, OD=0,5 hell) und –größe.  
 
In Ergänzung zu den bisherigen Feststellungen zu Abbildung 7.1 liefert die Abbildung 7.2 
zusätzliche Aussagen zur Abhängigkeit des Farbumschlags hinsichtlich des Einflusses der 
Sensorteilchengröße und der optischen Dichte der verwendeten Nanopartikellösungen. So 
führt eine Verringerung der optischen Dichte der Ausgangslösung und damit zwangsläufig 
der Nanopartikelkonzentration allgemein zu einer Abnahme der Nachweisgrenze. Allerdings 
haben die Experimente gezeigt, dass eine Verringerung der optischen Dichte der 
Ausgangslösung unterhalb eines Wertes von 0,5 mitunter zu erheblichen Schwierigkeiten bei 
der visuellen Auswertung führen kann, da sich der Farbumschlag mit dem bloßen Auge 
zunehmend schlechter bestimmen lässt. Wie bereits eingangs angedeutet, hat sich in diesem 
Zusammenhang eine optische Dichte von 1 als gut wahrzunehmende Signalintensität 
herausgestellt. Größere Werte (OD > 1) führen dagegen zu einer Verschiebung der 
Nachweisgrenze zu höheren Werten, was sich wiederum auf die gestiegene 
Nanopartikelkonzentration in Lösung zurückführen lässt.  
In Abhängigkeit von der Nanopartikelgröße hat sich gezeigt, dass eine Erhöhung der 
Goldnanopartikelgröße um einen Faktor 2,5 von ∅20 nm auf ∅50 nm ebenfalls zu einer 
Abnahme der Nachweisgrenze beiträgt, wenn auch nicht ganz so ausgeprägt wie eine 
Verringerung der optischen Dichte der Ausgangslösung. Offensichtlich ist dieser Effekt auf 
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eine Verringerung der Nanopartikelkonzentration mit zunehmender Nanopartikelgröße bei 
gleichbleibender optischer Dichte der Ausgangslösung und damit auf eine Verringerung der 
reaktiven Oberfläche zurückzuführen. So nimmt die Konzentration der Nanopartikel in 
Lösung bei einer Erhöhung der Teilchengröße von ∅20 nm auf ∅50 nm und gleichbleibender 
optischer Dichte um den Faktor 18 von c20nm,OD1= 0,9 nM bzw. c50nm,OD1= 0,05 nM ab. 
Bezogen auf die reaktive Oberfläche eines Nanopartikels der jeweiligen Größe, ergibt sich 
eine Verringerung der verfügbaren gesamten Sensoroberfläche etwa um einen Faktor 3 beim 
Übergang von ∅20 nm auf ∅50 nm. Da allerdings noch eine Reihe weiterer Faktoren bei der 
colorimetrischen Signalgebung mit ausschlaggebend sind, lassen sich diese Überlegungen 
zunächst nur bedingt auf die zu beobachtenden Ergebnisse im Experiment übertragen.  
Im nachfolgenden Kapitel sollen diese experimentellen Befunde mit Hilfe vereinfachter 
theoretischer Modellvorstellungen etwas eingehender untersucht werden.  
 
7.3 Reduziertes Konzentrations-/Partikelgrößen-Diagramm 
Für die Betrachtung zur Partikelaggregation in Abhängigkeit von der Größe des jeweiligen 
Analyten sollen zunächst grundlegend zwei Varianten der Agglomeration unterschieden 
werden. 
1) Der Analyt ist deutlich kleiner als die verwendeten Goldnanopartikel, und die 
Agglomeration findet zwischen den Nanopartikeln in Lösung untereinander statt 
(DA « DNP). Dies gilt für Ionen oder kleinere Moleküle.   
2) Der Analyt ist wesentlich größer als die verwendeten Sensorteilchen, wie zum 
Beispiel bei den PS-Kugeln (bis zu ∅800 nm), so dass die Aggregation der 
Nanopartikel an der Oberfläche des Analyten erfolgt (DA » DNP).   
Darüber hinaus sollen für den Fall, dass der Analyt deutlich kleiner als die verwendeten 
Goldnanopartikel ist (DA « DNP) zwei Prozesse der Partikelaggregation betrachtet werden:  
1a) Bei der Agglomeration der Nanopartikel in Lösung entstehen überwiegend Dimere. 
Dabei handelt es sich um einen Grenzfall, wie er beispielsweise bei der spezifischen 
Wechselwirkung mit gerichteter Bindung auftreten könnte. 
1b) Die Agglomeration führt zur Bildung komplexer Strukturen. Zur Vereinfachung soll 
im Folgenden die Bildung größerer sphärischer Cluster angenommen werden.  
 
Zur Veranschaulichung wurden die beiden Varianten der Partikelagglomeration und 
entsprechende Unterteilungen in Abbildung 7.3 nochmals schematisch dargestellt.  
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Abbildung 7.3: Modellvarianten zur Partikelagglomeration in Abhängigkeit von der Größe des Analyten. 
 
Da der Nachweis mittels Farbumschlag betrachtet werden soll, müssen die kolloidalen 
Lösungen im Ausgangszustand eine hinreichend gut wahrzunehmende Eigenfarbe bzw. 
optische Dichte aufweisen. Entsprechend dem gewählten experimentellen Ansatz soll die 
optische Dichte der kolloidalen Lösungen im Grundzustand ohne Analyten für die 
nachfolgenden Betrachtungen stets mit dem Wert 1 gleichgesetzt werden (siehe 
Gleichung 7.1, ). Die nach der Zugabe des Analyten aufgrund von Partikel-
agglomeration auftretenden Signaländerungen lassen sich durch die Entstehung eines zweiten 
Peaks (λ
1=OD
2, OD2), der gegenüber dem Signal der verbleibenden nicht aggregierten Nanopartikel 
in Lösung (λ1, OD1) zu höheren Wellenlängen verschoben ist, beschreiben. Entsprechend den 
experimentellen Beobachtungen der Farbänderung von rot nach blau unter Verwendung von 
Goldnanopartikeln soll für die Lage des Absorptionsmaximums dieses zweiten Peaks 
λ2 ≥ 570 nm angenommen werden, was im Modell der Bildung von Aggregatstrukturen in der 
Größe von sphärischen ∅100 nm Nanopartikeln und mehr entspricht. Darüber hinaus muss 
für einen colorimetrischen Farbumschlag die Beziehung 7.2 erfüllt sein: 
  . (7.2) 21 ODOD ≤
Das heißt, die optische Dichte der nicht agglomerierten Sensorteilchen in Lösung (OD1) ist 
kleiner als die optische Dichte der aggregierten Nanopartikel (OD2), so dass überwiegend 
gelbes Licht absorbiert wird und die Lösung zunehmend bläulich erscheint. 
Mit Hilfe dieser vereinfachten Modellvorstellungen ergeben sich eine Reihe grundlegender 
Beziehungen, anhand derer sich die colorimetrischen Nachweisreaktionen metallischer 
Nanopartikel beschreiben lassen. Eine Zusammenstellung der wesentlichen Berechnungs-
schritte zeigt die Tabelle 7.1.  
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Tabelle 7.1: Berechnungen zur Partikelagglomeration in Abhängigkeit vom Größenverhältnis des 
Analyten (DA) und der Sensorteilchen (DNP) 
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Wie anhand der in Tabelle 7.1 dargestellten Beziehungen zu entnehmen ist, lassen sich 
wesentliche Kenngrößen zur Berechnung der einzelnen Agglomerationsprozesse auf die 
Konzentration des Analyten (cA) und der Nanopartikel (cNP) sowie deren Durchmesser (DNP 
bzw. DA) zurückführen. Der Term s(λ) entspricht dem Extinktionskoeffizienten der 
Nanopartikel, bezogen auf die jeweilige Teilchengröße. Entsprechend Beziehung 7.2 
kennzeichnet das Verhältnis cA/cNP den Punkt der Partikelagglomeration, an dem erstmals 
eine deutliche Signaländerung in der Lösung wahrzunehmen ist (OD1=OD2). Eine 
ausführliche Herleitung und Beschreibung der einzelnen Zusammenhänge befindet sich im 
Anhang (Abschnitt D). 
In Anlehnung an die experimentellen Ergebnisse im Abschnitt 7.2 Abbildung 7.1 konnten die 
in Abbildung 7.4 dargestellten Werte errechnet werden. Zur besseren Verallgemeinerung 
wurde auf die Darstellung des Sonderfalles der Dimerbildung bei der Partikelagglomeration 
im Bereich DA « DNP an dieser Stelle verzichtet. Die entsprechenden Ergebnisse sind im 
Anhang zu finden (siehe Abschnitt D).  
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Abbildung 7.4: Berechnete Farbumschlagsbereiche für Goldnanopartikel unterschiedlicher Größe in 
Abhängigkeit von der Größe des Analyten. 
 
Wie die Ergebnisse in Abbildung 7.4 zeigen, stimmen die gemachten Modellvorstellungen 
tendenziell mit den experimentellen Beobachtungen überein. Unabhängig von der 
Teilchengröße nimmt die erforderliche Konzentration des Analyten für den colorimetrischen 
Nachweis mit zunehmender Größe des Analyten ab. Darüber hinaus legen die theoretischen 
Betrachtungen in Abbildung 7.4 in dieser doppelt-logarithmischen Auftragung einen 
weitestgehend linearen Verlauf über den gesamten betrachteten Wertebereich nahe, lediglich 
unterbrochen von der gestrichelten Linie jeweils im mittleren Teilstück, was den 
Kurvenverlauf im Übergangsbereich der beiden Modellvarianten bei der Partikel-
agglomeration andeuten soll (DA « DNP bzw. DA » DNP). 
Des Weiteren lässt sich anhand von Abbildung 7.4 auch erkennen, dass mit abnehmender 
Nanopartikelgröße die für den Farbumschlag benötigte Analytkonzentration zunimmt. Wie 
bereits in Kapitel 4.4 am Beispiel ∅20 nm und ∅50 nm S-Layer funktionalisierter 
Goldnanopartikel in Wechselwirkung mit anionischen Arsenkomplexen diskutiert, ist diese 
Abnahme der Nanopartikelkonzentration auf eine Verringerung der Konzentration in der 
Ausgangslösung mit zunehmender Sensorteilchengröße zurückzuführen. Insofern belegen 
diese Ergebnisse der Modellberechnungen die Steigerung der Sensitivität mit zunehmender 
Nanopartikelgröße. Indessen haben experimentelle Untersuchungen aber auch gezeigt, dass 
der Teilchendurchmesser nicht beliebig groß wählbar ist, da mit zunehmender Größe der 
Nanopartikel die Stabilität der kolloidalen Lösungen und dementsprechend des Sensorsignals 
deutlich abnimmt. Dieser Effekt wurde bereits eingangs in Abschnitt 7.2 angesprochen. 
Zusätzlich gilt es zu berücksichtigen, dass mit zunehmender Teilchengröße die 
Peakverschiebung zu höheren Wellenlängenbereichen erfolgt (siehe Kapitel 2.1.2.2), wobei 
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Signaländerungen im infraroten Bereich infolge der Partikelagglomeration mit dem bloßen 
Auge häufig nicht wahrzunehmen sind. Gleichzeitig nimmt die Streuung mit zunehmender 
Teilchengröße deutlich stärker als die Absorption zu, so dass sich die Farbintensität der 
kolloidalen Lösungen bei gleichbleibender optischer Dichte generell verringert (siehe 
Kapitel 2.1.2.2 bzw. Kapitel 2.1.2). 
Mitunter deutliche Unterschiede zwischen den berechneten und den experimentell ermittelten 
Werten ergeben sich dagegen im Hinblick auf die Angaben einzelner Konzentrationswerte. Es 
zeigt sich, dass die errechneten Werte einige Größenordnungen unterhalb der im Experiment 
zu beobachtenden Ergebnisse liegen. Dies gilt insbesondere für sehr kleine Analytgrößen 
(DA « DNP). Diese Diskrepanz lässt sich auf die ursprünglichen Modellvorstellungen 
zurückführen. Zum einen ergeben sich diese Abweichungen aus der Annahme, dass der 
Analyt in der Lösung vollständig verbraucht wurde. Üblicherweise ist aber von einer 
Gleichgewichtsreaktion mit verbleibendem Restanalyten auszugehen. Zum anderen wurden 
bei den theoretischen Betrachtungen nur die Teilchen für die Wechselwirkung mit dem 
Analyten berücksichtigt, die unmittelbar an der Bildung größerer Nanopartikelagglomerate 
beteiligt waren, nicht aber die freien, nicht aggregierenden Nanopartikel. Insofern würde sich 
unter der Annahme, dass auch diese Nanopartikel mit dem Analyten wechselwirken können, 
wobei es zu keiner Partikelagglomeration kommt, die erforderliche Konzentration des 
Analyten für den Farbumschlag nochmals erhöhen, so dass sich die errechneten Datensätze 
den experimentellen Ergebnissen noch mehr annähern. Darüber hinaus konnte in Kapitel 5 
ebenfalls anhand theoretischer Betrachtungen gezeigt werden, wie die Stabilisierung bzw. 
Destabilisierung der Nanopartikel in Lösung von der Zugabe eines Analyten abhängig ist. In 
diesem Zusammenhang geht aus diesen Ergebnissen hervor, dass sich mitunter auch deutlich 
mehr Moleküle als für die Ausbildung einer vollständigen Hülle erforderlich sind um das 
jeweilige Partikel anordnen, wobei es zu einer Aggregation kommen kann, wie bei der 
notwendigen Ladungskompensation durch Dendrimere (siehe Abbildung 5.7).  
Indessen zeigt sich ein gänzlich anderes Verhalten unter dem Gesichtspunkt einer gerichteten 
Bindung und der überwiegenden Bildung von Partikeldimeren bei der Partikelagglomeration 
im Bereich DA « DNP (Ansatz siehe Tabelle 7.1). In diesem Fall belegen die zugehörigen 
Resultate generell eine Verschiebung der nachweisbaren Analytkonzentrationen zu deutlich 
niedrigeren Konzentrationswerten (Ergebnisse siehe Anhang D). Dementsprechend legen die 
berechneten theoretischen Ergebnisse nahe, dass es neben der Erhöhung der Teilchengröße 
oder der Verringerung der optischen Dichte der Ausgangslösung mit der Funktionalisierung 
der Nanopartikel und der gerichteten Bindung eine weitere dritte Möglichkeit zur allgemeinen 
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Steigerung der Sensitivität colorimetrischer Assays gibt und dass diese Methode zugleich den 
größten Einfluss auf die Konzentration des nachzuweisenden Analyten haben kann. Zur 
Veranschaulichung dieser einzelnen Faktoren und ihrer Bedeutung auf die Funktionsweise 
eines Nanopartikel-basierten colorimetrischen Sensorsystems soll die Abbildung 7.5 dienen.  
In dieser Darstellung wurden im Wesentlichen die in Tabelle 7.1 aufgezeigten 
Zusammenhänge in Abhängigkeit von der für einen colorimetrischen Nachweis zu 
verwendenden Nanopartikelkonzentrationen der Ausgangslösung und deren 
Teilchendurchmesser wiedergegeben. Der Bereich oberhalb der im Diagramm diagonal 
verlaufenden schwarzen Linie kennzeichnet dabei das Gebiet der Nanopartikelkonzentration 
der Ausgangslösung, bei der ein Farbumschlag gut sichtbar wäre (OD ≥ 1). Die parallel dazu 
verlaufende gestrichelte Linie entspricht einer Verringerung dieser Konzentration um den 
Faktor 2 (OD ≥ 1/2). Die im Diagramm ebenfalls eingezeichnete Kurvenschar für cp,max bzw. 
cp,min kennzeichnet die bei der jeweiligen Konzentration eines Analyten (Zahlenwerte rechts 
im Diagramm) maximal erforderliche Konzentration der Nanopartikel in der Ausgangslösung, 
damit ein Farbumschlag entweder sichtbar wird (cp,max) oder entsprechend der 
Mindestkonzentration überhaupt erst auftreten kann (cp,min). Sie wurden sowohl für den Fall 
der Bildung größerer Nanopartikelcluster (rot) als auch exemplarisch für die Dimerbildung 
bei der Partikelagglomeration (grün) eingezeichnet. Die blau gestrichelten parallel zur 
x-Achse verlaufenden Geraden kennzeichnen die Werte für das Messfenster 
 basierend auf den Betrachtungen zur Clusterbildung bei der 
Agglomeration.  
min,max, ppp ccc −=Δ
 
 
Abbildung 7.5: cp-Dp Monogramm zur Bestimmung der optimalen NP-Konzentration für den 
colorimetrischen Nachweis (DA « DNP). 
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Die in Abbildung 7.5 dargestellten Ergebnisse bestätigen die bereits getroffenen Aussagen der 
Verringerung der Nachweisgrenze mit zunehmender Nanopartikelgröße (zunehmendem 
Verhältnis DNP/DA) bei gleicher optischer Dichte der Ausgangslösung und die Abnahme der 
Nanopartikelkonzentration der Ausgangslösung. Das heißt, bei konstanter 
Analytkonzentration und zunehmender Teilchengröße (DNP/DA) nimmt die erforderliche 
Nanopartikelkonzentration für den Farbumschlag ab. Diese Beobachtungen gelten sowohl für 
den Fall der Dimerbildung als auch für die Entstehung größerer Nanopartikelagglomerate. 
Gleichzeitig lassen sich anhand der in Abbildung 7.5 gestrichelt dargestellten diagonalen 
Linie (OD = 0,5) der Einfluss der Änderung der optischen Dichte auf die Nanopartikel-
konzentration und die Nachweisgrenze der Analytkonzentration ablesen. Verglichen mit dem 
Einfluss der Teilchengröße zeigt sich in diesem Zusammenhang, dass eine Erhöhung der 
Nanopartikelgröße um das Doppelte des Teilchendurchmessers in etwa den gleichen Effekt 
hätte wie eine Verringerung der Nanopartikelkonzentration der Ausgangslösung um die 
Hälfte. Allerdings haben die Experimente in diesem Zusammenhang gezeigt, dass bei einer 
derartigen Verringerung der optischen Dichte die Farbintensität bzw. der Kontrast eines 
Farbumschlages sichtlich abnehmen würden. Gänzlich anders wäre es bei einer Reduzierung 
der Bindungsstellen unter dem Gesichtspunkt der Dimerbildung bei der 
Partikelagglomeration. Diesbezüglich lassen die in Abbildung 7.5 angedeuteten Ergebnisse  
(grüner Bereich für 0,1 nM) erkennen, dass es bei einer derartigen Verringerung der 
funktionellen Gruppen zu einer drastischen Absenkung der Nachweisgrenze kommen könnte. 
Jedoch gilt es dabei zu berücksichtigen, dass sich diese Modellvorstellungen nur bedingt auf 
Nanopartikel unterhalb von ∅20 nm bis ∅30 nm übertragen lassen, da die Plasmonen-
verschiebung bei diesen kleineren Nanopartikeln oftmals nicht ausreicht, um mit dem bloßen 
Auge wahrgenommen zu werden. Das heißt, obwohl es zur Dimerbildung in Lösung kommt, 
würde sich doch kein so deutlicher Farbumschlag einstellen, weil die Plasmonenverschiebung 
zu gering ist (siehe Kapitel 2.2.3, [Quinten 1986]). Diese Modellvorstellungen und die 
zugehörigen Daten zur Verringerung der Nachweisgrenze in colorimetrischen Assays lassen 
sich also nur für Nanopartikel oberhalb von ∅20 nm anwenden.  
Ein weiterer wesentlicher Aspekt, der aus dem cp-Dp Monogramm abgeleitet werden kann, 
ist das das Messfensters, d.h. der Bereich, in dem der Nachweis geführt werden soll, mit 
zunehmendem Verhältnis DNP/DA abnimmt. Das hat zur Folge, dass sich mit zunehmender 
Nanopartikelgröße zwar die Nachweisgrenze erhöht, der Bereich, in dem der Farbumschlag 
stattfindet, sich aber zugleich auch leichter verfehlen lässt. Entsprechend den Ergebnissen aus 
Abbildung 7.4 ist anzunehmen, dass sich dieser Trend mit zunehmender Größe des Analyten 
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fortsetzt, was insofern den colorimetrischen Nachweis großer Analyten in Kombination mit 
großen Sensorteilchen erschwert (siehe Kapitel 6.0).  
 
7.4 Zusammenfassung 
Wie im Rahmen dieser Untersuchungen gezeigten werden konnte, ist der Aufbau 
Nanopartikel-basierter colorimetrischer Assays prinzipiell für viele unterschiedlich große 
Analyten möglich. Die betrachtete Größenskala reichte dabei von einigen wenigen Nanometer 
großen Strukturen, wie zum Beispiel Ionen oder komplexen Verbindungen, bis hin zu 
mehreren hundert Nanometer großen Polymerbeads. In diesem Zusammenhang zeigten die 
Ergebnisse eine deutliche Abnahme der minimal nachweisbaren Konzentration des Analyten 
mit zunehmender Analytgröße (siehe Abbildung 7.1 bzw. Abbildung 7.2), was im 
Wesentlichen auf eine Reduzierung der für die Nanopartikelaggregation zur Verfügung 
stehenden Fläche zurückzuführen ist.  
Mit Hilfe einfacher theoretischer Modellvorstellungen konnten diese experimentellen 
Ergebnisse in weiten Teilen nachempfunden werden. Allerdings haben diese Untersuchungen 
auch gezeigt, dass sich insbesondere bei kleinen Analytgrößen und der Nanopartikel 
gestützten Agglomeration deutliche Unterschiede in Bezug auf den Agglomerationsprozess 
und die daraus resultierende Nachweisgrenze ergeben können. In diesem Zusammenhang 
belegen die theoretischen Modellvorstellungen, dass die Art der Funktionalisierung und die 
Reduzierung möglicher Bindungsstellen zwischen den Nanopartikeln das größte 
Einflusspotential auf die Nachweisgrenze haben. Der Spielraum für Änderungen der 
Nanopartikelgröße oder der Nanopartikelkonzentration (optischen Dichte) scheint dagegen 
deutlich stärkeren Grenzen unterworfen zu sein, wie sich anhand der Abbildung 7.5 ableiten 
lässt. Darüber hinaus ermöglicht diese Darstellung gezielt Aussagen zur Konzentration und zu 
den Teilchendurchmessern der für einen colorimetrischen Nachweis eines bestimmten 
Analyten und dessen Konzentration zu verwendenden Goldnanopartikel im Bereich von 
DA « DNP.  
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8.0 Zusammenfassung und Ausblick 
Ausgehend von den spezifischen optischen Eigenschaften von Edelmetallnanopartikeln wie 
der Plasmonenanregung wurde in dieser Arbeit die Herstellung, die Funktionalisierung und 
die Anwendung vornehmlich von Goldnanopartikeln in Lösung untersucht. Ziel war der 
Aufbau von Farbumschlagssensoren, die auf der Agglomeration der Nanopartikel in Lösung 
in Abhängigkeit von der Wechselwirkung mit einem Analyten basieren.  
Die Herstellung kolloidaler Gold- oder Silbernanopartikellösungen erfolgte ausschließlich auf 
nasschemischem Weg in wässriger Lösung. Mit dem Ziel der Einstellung definierter optischer 
Eigenschaften in einem großen Parameterbereich wurde die Herstellung von Nanopartikeln 
verschiedener Größe, Form und Materialzusammensetzung untersucht. Dabei konnten 
einzelne Methoden, wie zum Beispiel die Goldnanorodsynthese, entschieden weiter optimiert 
werden, bspw. bezüglich der Ausbeute, einer homogeneren Teilchengrößenverteilung, der 
Reproduzierbarkeit und der gezielten Einstellbarkeit optischer Eigenschaften.  
Die Funktionalisierung der Nanopartikel erfolgte sowohl unspezifisch über funktionelle 
Gruppen (-COOH, -NH2) als auch spezifisch beispielsweise mittels Antikörper in Lösung. In 
diesem Zusammenhang konnten breit anwendbare Funktionalisierungsmethoden etabliert 
werden, wie zum Beispiel die kovalente Anbindung von Antikörpern über EDC/NHS an 
Goldnanopartikel mit carboxylierter Goldoberfläche, die sich auch auf andere Materialien 
übertragen lassen. Untersuchungen zum Bindungsverhalten derartig funktionalisierter 
Nanopartikel belegen zudem deutlich bessere Bindungseigenschaften verglichen mit einer 
Funktionalisierung nach Standardverfahren. So konnte speziell für den Fall der 
BCV-Antikörperanbindung gezeigt werden, dass Nanopartikel, bei denen die Antikörper 
kovalent angebunden wurden, immunologisch aktiv waren, wohingegen bei der 
unspezifischen Anlagerung der Antikörper an die Nanopartikeloberfläche kein entsprechendes 
Signal zu beobachten war.  
Ebenfalls konnte mit der Anbindung bakterieller Zellhüllproteine (S-Layer) auf der 
Nanopartikeloberfläche ein neuer Ansatz zur Funktionalisierung von Goldnanopartikeln für 
Anwendungen im Bereich colorimetrischer Nachweisverfahren vorgestellt werden. Die 
entsprechenden Studien am Beispiel des Lysinibacillus sphaericus JGA-12 belegen für die 
Funktionalisierung sphärischer Goldnanopartikel mit Oligomerstrukturen in Wechselwirkung 
mit Arsen(V) als nachzuweisender Spezies eine Nachweisgrenze von 240 ppb (1,7 µM). 
Dieser Wert konnte ohne zusätzlichen Messaufwand, allein über den Farbumschlag der 
Lösung ermittelt werden. Damit liegt dieser Messwert zwar um eine Zehnerpotenz oberhalb 
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des nach Standardverfahren zu bestimmenden Grenzwertes. Allerdings konnte mittels 
weiterer Untersuchungen bereits gezeigt werden, dass sich dieser Wert durch eine Reihe von 
Maßnahmen, wie zum Beispiel die Verwendung größerer Goldnanopartikel oder zusätzlicher 
einfacher Messgeräte (UV-vis-Spektrometer), verbessern lässt.  
Erste weitere Studien deuten zudem darauf hin, dass sich dieser Ansatz mit anderen 
Zellhüllproteinen auch auf diverse Stoffe erweitern lässt, wie zum Beispiel Yttrium-, Indium- 
oder Kupferionen. Des Weiteren erlaubt die biochemische oder genetische Modifikation von 
S-Layern zusätzliche Gestaltungsmöglichkeiten zum Aufbau maßgeschneiderter sensorischer 
Plattformen.  
Zum besseren Verständnis der bei der Partikelagglomeration ablaufenden Prozesse wurden 
Untersuchungen zum Agglomerationsverhalten der Nanopartikel in Lösung durchgeführt. Am 
Beispiel unspezifisch funktionalisierter Goldnanopartikel in Wechselwirkung mit PPI-
Dendrimeren waren Farbumschläge über einen breiten Konzentrationsbereich des Analyten 
bis hin zu einer Analytkonzentration von 10 nM zu beobachten. Mit Hilfe zusätzlicher 
Untersuchungsmethoden, wie zum Beispiel der UV-vis-Spektroskopie und der Elektronen-
mikroskopie, konnten dabei Bereiche unterschiedlicher Agglomerationszustände festgestellt 
werden. Diese Erscheinungen wurden auf die Wechselwirkung von elektrostatischen Kräften, 
van-der-Waals-Kräften sowie Wasserstoffbrückenbindungen zwischen Analyt und 
Goldnanopartikeln zurückgeführt. Theoretische Betrachtungen zu diesen miteinander 
wechselwirkenden Energien lieferten zudem detaillierte Einblicke in das Aggregations-
verhalten der Nanopartikel in Lösung. Daraus konnten anschließend Zustandsdiagramme für 
die einzelnen Agglomerationszustände in Abhängigkeit von der Dendrimerkonzentration und 
deren Substitutionsgrad sowie dem Durchmesser der Nanopartikel abgeleitet werden. Die in 
dieser Arbeit präsentierten Studien zum Agglomerationsverhalten liefern erstmals einen 
Ansatz zur Partikelagglomeration in Wechselwirkung mit größeren komplexen Strukturen. 
Ähnliche vergleichbare Untersuchungen konzentrierten sich dagegen bisher fast 
ausschließlich auf die Wechselwirkung von Nanopartikeln mit Ionen oder kleineren 
Molekülen. Die gewonnenen Erkenntnisse liefern ein elementares Verständnis für die bei der 
Aggregation der Nanopartikel in Lösung ablaufenden Prozesse, was sich auch auf die 
Signalinterpretation anderer Analyten übertragen lässt. 
Unter der Fragestellung des colorimetrischen Nachweises von Viren mit Nanopartikeln in 
Lösung wurde am Beispiel von Impfstofflösungen des Rinder-Coronavirus (BCV) und eines 
humanen Influenzavirus der Aufbau eines prozessnahen Nachweisverfahrens untersucht. 
Generell konnte am Beispiel unfunktionalisierter Goldnanopartikel ein unspezifischer 
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Nachweis des Virusmaterials demonstriert werden. Für einen spezifischen Nachweis hat sich 
dagegen der Ansatz, die Nanopartikeloberfläche vollständig mit Antikörpern zu belegen, als 
ungeeignet herausgestellt. So konnte weder für die Versuche mit dem Probenmaterial des 
Coronavirus noch mit dem Influenzavirus ein deutlich erkennbarer Farbumschlag beobachtet 
werden. Diese Probleme lassen sich auf eine Abstandsvergrößerung und damit auf eine 
Verringerung der Plasmonenkopplung als Folge dieser Funktionalisierungsmethode zurück-
führen. Als Alternative wird ein veränderter Schichtaufbau mit einer kleineren funktionellen 
Schicht vorgeschlagen, die durch eine deutliche Verringerung der Antikörperanzahl an der 
Nanopartikeloberfläche oder die Verwendung von Fab-Fragmenten (Fab-Antikörper) erreicht 
werden kann. Mit der Funktionalisierung der Goldnanopartikeloberfläche mit 
N-Acetylneuraminsäure konnte zudem in Wechselwirkung mit dem humanen Influenzavirus 
ein weiterer aussichtsreicher Ansatz zum Aufbau eines spezifischen colorimetrischen 
Virennachweises vorgestellt werden.  
Um die universelle Anwendbarkeit des colorimetrischen Sensorprinzips unabhängig von der 
Größe des zu betrachtenden Analyten zu demonstrieren, wurden größenskalenübergreifende 
Experimente mit unspezifisch funktionalisierten Goldnanopartikeln und unterschiedlichen 
Analyten durchgeführt. Dabei konnte stets eine Farbreaktion in Folge der Agglomeration der 
Partikel in Lösung beobachtet werden. Mit zunehmender Größe des Analyten wurde die 
Nachweisgrenze zu kleineren Konzentrationswerten verschoben. Anhand vereinfachter 
Modellvorstellungen konnte zudem in Anlehnung an diese experimentellen Daten gezeigt 
werden, dass die Nanopartikelfunktionalisierung zugleich den größten Einfluss auf die Lage 
des Farbumschlagbereiches hat. Danach folgen die Nanopartikelgröße und die Konzentration 
der Nanopartikel in der Lösung. Für den Aufbau eines colorimetrischen Assays lässt sich 
daraus ableiten, dass für einen Sensor mit ausgeprägter Signalintensität und hoher Sensitivität 
relativ große Goldnanopartikel (Ø50 nm bis Ø60 nm), mit einer niedrigen Konzentration 
(OD 0,5 - 1) und einer dünnen funktionellen Schicht mit möglichst wenigen Bindungsstellen 
zu verwenden sind. Ausgehend von der Größe der Nanopartikel und des Analyten, der 
Konzentration der Nanopartikel in der Lösung sowie deren Funktionalisierung ist die 
Anwendung des Nanopartikel-basierten colorimetrischen Nachweises stets in bestimmten 
Konzentrationsbereichen möglich. Das skalenübergreifende Sensorprinzip konnte im Rahmen 
dieser Arbeit anhand konkreter Beispiele für Analyten mit nahezu molekularer Größe bis hin 
zu einigen hundert Nanometern Abmessung demonstriert werden. 
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A0  Material & Methoden 
Die nachfolgende tabellarische Zusammenstellung ist eine Auflistung aller in der Arbeit 
verwendeten Chemikalien zur Herstellung metallischer Nanopartikel. Diese Substanzen 
wurden hoch rein verwendet (high purity) oder waren für Analysezwecke geeignet (analytical 
grade).  
Für Verdünnungen oder Lösung mit Wasser wurde ausschließlich doppelt destilliertes Wasser 
benutzt.  
 
Tabelle 1: Liste der für die Nanopartikelherstellung verwendeten Chemikalien 
Nr. Name (Abk., Formel) Anbieter 
01 1-Oktadekanthiol (CH3(CH2)17SH) Sigma-Aldrich 
02 4-Aminothiophenol (H2NC6H4SH) Sigma-Aldrich 
03 11-Mercaptoundekansäure (MUA, HS(CH2)10CO2H) Sigma-Aldrich 
04 Askorbinsäure (C6H8O6) Sigma-Aldrich 
05 Chloroform (CHCl3) Sigma-Aldrich 
06 Cysteaminehydrochlorid (HSCH2CH2NH2·HCl) Sigma-Aldrich 
07 Ethanol (CH3CH2OH) Sigma-Aldrich 
08 Gold(III) chloride trihydrat (HAuCl4·3H2O) Sigma-Aldrich  
09 Hexadecyltrimethylammoiumbromid (CTAB, 
CH3(CH2)15N(NR(CH3)3) 
Sigma-Aldrich 
10 Kalziumkarbonat (K2CO3) Sigma-Aldrich 
11 Natriumborhydrid (NaBH4) Sigma-Aldrich 
12 Natriumchlorid (NaCl) Sigma-Aldrich 
13 Natriumcitrat (Citrat, HOC(COONa)(CH2COONa)2 ·2H2O) Sigma-Aldrich 
14 Natriumhydroxid (NaOH) Sigma-Aldrich 
15 Silbernitrate (AgNO3) Sigma-Aldrich 
 
Die Bestimmung der Teilchengrößen und der Teilchenform erfolgte mit Hilfe 
rasterelektronen- und transmissionselektronenmikroskopischer Untersuchungen (Carl Zeiss, 
Zeiss LEO 982 bzw. Libra 200FE) und der anschließenden Auswertung der Aufnahmen mit 
dem Programm ImageJ. Messungen der optischen Eigenschaften hinsichtlich Extinktion bzw. 
Fluoreszenz wurden mit Spektrometern der Firma Varian (Cary500 bzw. Cary100) und 
Pharmacia Biotech (Ultrospec 3000) durchgeführt.  
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A1  Sphärische Goldnanopartikel im Bereich von Ø1 nm bis Ø2 nm 
Die Partikelsynthese von Goldclustern im Größenbereich von Ø1 nm bis Ø2 nm konnte 
anhand von zwei unterschiedlichen Verfahren realisiert werden.  
Nach einem Verfahren von Zheng et al. [Zheng 2005] werden 0,5 µmol HAuCl4 und 
0,25 µmol Oktadekanthiol (Aminothiophenol) in 2 ml einer Lösung, bestehend aus 90% 
Chloroform und 10% Ethanol, gemischt. Die Reduktion erfolgt mit Hilfe von 
Natriumborhydrid.  
Alternativ dazu wurde ein Verfahren auf der Basis wasserlöslicher Alkanthiole entwickelt, 
das die Synthese im wässrigen Medium ermöglicht. Die Herstellung erfolgt dabei über eine 
Mischung aus 11-Mercaptoundecansäure, gelöst in 0,3 M Natriumhydroxidlösung und 
Goldsalz im molaren Verhältnis von 12:1. 
 
A2  Sphärische Goldnanopartikel im Bereich von Ø3 nm bis Ø100 nm 
Die Herstellung sehr kleiner Ø3 nm bis Ø5 nm sphärischer Goldnanopartikel erfolgte nach 
Angaben von Hermanson [Hermanson 1996]:  
Zu 375 µl einer 4% (Gew.%) HAuCl4 werden 500 µl einer 0,2 M K2CO3 zugegeben und 
anschließend mit 100 ml doppelt destilliertem Wasser unter ständigem Rühren bei 4°C 
verdünnt. Als Reduktionsmittel dient eine frisch hergestellte Natriumborhydridlösung 
(0,5 mg/ml NaBH4), von der 5x 1 ml jeweils im Abstand von einer Minute zur 
Goldsalzlösung zuzupipettieren sind. Ein rötlich-brauner Farbumschlag deutet auf eine 
erfolgreiche Partikelsynthese hin. Für den vollständigen Reaktionsumsatz ist die kolloidale 
Lösung abschließend noch weitere 30 min bei 4°C zu rühren.  
Für die Herstellung unterschiedlich großer symmetrischer Goldnanopartikel im Bereich von 
Ø10 nm bis Ø100 nm wurde die Citratmethode nach Frens [Frens 1973] bzw. Turkevich et al. 
[Turkevich 1951] verwendet:  
In diesem Fall werden zunächst 10 ml einer 2,5 mM HAuCl4 mit 40 ml doppelt destillierten 
Wasser verdünnt und unter ständigem Rühren in einem Wasserbad auf 70°C bis 80°C 
erwärmt. Mit Erreichen dieser Temperatur in der Goldsalzlösung ist das Reduktionsmittel, 
eine 34 mM Natriumcitratlösung, unter weiterhin ständigem Rühren zuzugeben. Die 
Teilchengröße wird dabei über die Menge an zugegebener Citratlösung eingestellt. Eine 
Übersicht der verwendeten Konzentrationen und der sich daraus ergebenden 
Nanopartikelgrößen zeigt Tabelle A.1. Als Indikator für einen erfolgreichen Reaktionsablauf 
und die Bildung kolloidaler Goldnanopartikellösungen mit unterschiedlicher Teilchengröße 
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kann zunächst abermals der Farbumschlag herangezogen werden. Die sich einstellenden 
Farben der kolloidalen Lösungen können in Abhängigkeit von der Größe der Nanopartikel 
von rot (Ø10 nm) bis orange (Ø100 nm) variieren. Zur Gewährleistung eines vollständigen 
Reaktionsumsatzes und einer homogenen Teilchengrößenverteilung sind die kolloidalen 
Lösungen nach erfolgtem Farbumschlag für weitere 30-60 Minuten bei diesen erhöhten 
Temperaturen zu rühren. 
 
Tabelle A.1: Angaben zur Herstellung sphärischer Goldnanopartikel mittels Citrat-Methode 
Nr. HAuCl4 [2,5 mM] Citrat [34 mM] λmax[nm] ∅ NP [nm] 
1 10 ml 7 ml ~520 12,6 ± 2,8 
2 10 ml 2,5 ml ~525 20,6 ± 5,7 
3 10 ml 1,5 ml ~530 34,2 ± 9,4 
4 10 ml 1 ml ~535 50,7 ± 11,5 
5 10 ml 0,9 ml ~585 115,7 ± 16,2 
 
 
A3  Herstellung sphärischer Gold-/Silbernanopartikel 
Sphärische Silber/Gold Nanopartikel, sogenannte Alloy-Nanopartikel, wurden nach einem 
Verfahren von Link et al. hergestellt [Link 1999]:  
Die Einstellung der Materialzusammensetzung der Alloy-Nanopartikel erfolgt dabei über das 
Verhältnis der Volumina einer 0,136 mM HAuCl4-Lsg. und einer 0,136 mM AgNO3-Lsg., 
bezogen auf ein Volumen von 9,5 ml (siehe Tabelle A.2). Zu dieser Lösung werden stets 
0,5 ml 34 mM Natriumcitratlösung als Reduktionsmittel zugegeben. Die Reaktion erfolgt 
unter ständigem Rühren im Wasserbad bei 70°C bis 80°C. Als Indikator für einen 
erfolgreichen Reaktionsablauf und die Bildung von Ag/Au-Alloy Nanopartikeln dient der 
Farbumschlag der Lösung. Dieser kann in Abhängigkeit vom Verhältnis an Silber und Gold 
von gelb (AgNP) bis rot (AuNP) variieren. Für einen vollständigen Reaktionsumsatz sind die 
Proben nach erfolgtem Farbumschlag noch für weitere 60 Minuten im Wasserbad zu belassen.  
Tabelle A.2 zeigt eine Zusammenfassung der wesentlichen Prozessparameter sowie die 
zugehörigen Ergebnisse einiger ausgewählter Beispiele.  
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Tabelle A.2: Angaben zur Herstellung sphärischer Au/Ag-Alloy Nanopartikel 
Nr. HAuCl4[0,136mM] AgNO3 [0,136mM] λmax[nm] ∅ NP [nm] 
1 9,5 ml 0 ml ~526 25 ± 3,4 
2 8,55 ml 0,95 ml ~520 20,9 ± 3,4 
3 7,6 ml 1,9 ml ~500 27,9 ± 5,1 
4 6,5 ml 3 ml ~490 29,3 ± 4,6 
5 4,75 ml 4,75 ml ~470 40,7 ± 5,9 
6 1,9 ml 7,6 ml ~455 35,8 ± 8,4 
7 0 ml 9,5 ml ~405 19,7 ± 5,6 
 
A4  Herstellung stäbchenförmiger Goldnanopartikel 
Die Herstellung stäbchenförmiger Goldnanorods erfolgte mit einigen kleineren 
Modifikationen in Anlehnung an die Seeding-Growth-Verfahren von Murphy et al. bzw. 
El-Sayed et al. [Jana 2001, Nikoobakht 2003].  
Als Keimlösung dient dabei eine Mischung aus 7,5 ml 0,1 M CTAB und 0,25 ml 
0,01 M HAuCl4, die mit 0,6 ml einer frisch präparierten eisgekühlten 10 mM NaBH4-Lösung 
zu versetzen ist. Die erfolgreiche Herstellung insbesondere sehr kleiner Cluster, als 
wesentlicher Ausgangspunkt für die nachfolgende eigentliche Partikelsynthese, zeigt sich 
durch eine intensive hell-bräunliche Farbe dieser Keimlösung. Von dieser Keimlösung sind 
nach einer Verweildauer von 2 h 80 µl zu entnehmen und mit einer Wachstumslösung, 
bestehend aus 14,25 ml 0,1 M CTAB, 0,73 ml 0,01 M HAuCl4, 0,05 – 0,3 ml 10 mM AgNO3, 
und 96,6 µl 0,1 M Askorbinsäure, zu mischen. Für eine erfolgreiche Partikelsynthese gilt es, 
die hier dargestellte Reihenfolge der einzelnen Bestandteile bei der Zugabe unbedingt zu 
beachten, andernfalls ist mit unerwünschten Reaktionen bis hin zum Ausbleiben der 
Partikelsynthese zu rechnen. Darüber hinaus empfiehlt es sich, für einen vollständigen 
Reaktionsumsatz die Lösung nach der Zugabe der Keimlösung mindestens für 12 h ruhig 
stehen zu lassen.  
Einige Ergebnisse zur Herstellung von Goldnanorods mit unterschiedlichen 
Aspektverhältnissen in Abhängigkeit von der zugesetzten Menge an Silbernitrat wurden in 
Tabelle A.3 zusammengefasst.  
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Tabelle A.3 Angaben zur Herstellung stäbchenförmiger Goldnanopartikel (Goldnanorods) 
Nr. AgNO3 [4mM] λ1[nm] λ2[nm] Ø [nm] l [nm] AV 
1 50 µl 530 593 37,2 ± 4,4 62,9 ± 5,7 1,7 ± 0,2 
2 75 µl 519 640 36,3 ± 4,1 71,8 ± 5,8 2,0 ± 0,2 
3 100 µl 515 678 10,8 ± 1,3 30,8 ± 3,7 2,5 ± 0,4 
4 150 µl 512 706 10,1 ± 1,0 32,7 ± 2,9 3,0 ± 0,5 
5 200 µl 512 724 10,1 ± 0,9 34,8 ± 2,6 3,3 ± 0,4 
6 250 µl 510 745 9,6 ± 0,8 34,5 ± 3,4 3,7 ± 0,5 
7 300 µl 512 844 9,8 ± 1,1 36,4 ± 2,5 3,8 ± 0,5 
 
A5  Bestimmung der Nanopartikelkonzentration 
Mit Hilfe des Lambert-Beerschen-Gesetztes lässt sich die Konzentration einer kolloidalen 
Lösung wie folgt berechnen:  
 ( )max
max )(
λ
λε
E
dc ⋅=  . (A.1) 
Die darin enthaltenen Größen ergeben sich aus der Weglänge des Strahlengangs in der 
Küvette (d), dem Extinktionskoeffizienten (ε) für die jeweilige Teilchengröße und der im UV-
vis-Spektrometer gemessenen Extinktion der Lösung (Intensität) im Maximum (E).  
Die Werte für die Extinktionskoeffizienten wurden überwiegend rechnerisch ermittelt. 
Entsprechende Berechnungen für sphärische Nanopartikel lassen sich mit der Software 
MiePlot unter Kenntnis der jeweiligen Teilchengröße und der dielektrischen Funktion 
durchführen [Johnson 1972, Weaver 2001]. Tabelle A.4 zeigt eine Zusammenstellung der 
berechneten Extinktionskoeffizienten für Gold- und Silbernanopartikel unterschiedlicher 
Größe in Wasser (n=1,33), basierend auf den Werten der dielektrischen Funktionen nach 
Angaben aus dem CRC Handbook [Weaver 2001]. Diese Werte stimmen weitestgehend mit 
vergleichbaren Angaben aus der Literatur überein [Ygurabide 1998]. 
 
 
 
 
 
 
 114
A Nanopartikelherstellung 
Tabelle A.4: Berechnete Extinktionskoeffizienten für sphärische Nanopartikel unterschiedlicher Größe in 
Wasser (n=1,33), dielektrische Funktion nach [Weaver 2001] 
 Goldnanopartikel (AuNP) 
 
Silbernanopartikel (AgNP) 
Ø [nm] ε [M-1cm-1] Cext [m2] λmax [nm] ε [M-1cm-1] Cext [m2] λmax [nm] 
5 2,45x107 9,37x10-18 524 7,04x107 2,69x10-17 385 
10 1,97x108 7,55x10-17 524 5,64x108 2,15x10-16 386 
20 1,62x109 6,19x10-16 525 4,43x109 1,70x10-15 389 
30 5,65x109 2,16x10-15 528 1,40x1010 5,37x10-15 394 
40 1,39x1010 5,31x10-15 532 2,94x1010 1,13x10-14 401 
50 2,78x1010 1,06x10-14 536 4,82x1010 1,84x10-14 410 
60 4,83x1010 1,85x10-14 542 6,74x1010 2,58x10-14 422 
70 7,51x1010 2,87x10-14 549 8,58x1010 3,28x10-14 436 
80 1,06x1011 4,05x10-14 556 1,03x1011 3,93x10-14 451 
90 1,38x1011 5,27x10-14 564 1,19x1011 4,54x10-14 468 
100 1,65x1011 6,29x10-14 572 
 
1,34x1011 5,13x10-14 485 
 
Berechnungen zur Konzentration für sphärische Au/Ag-Alloy-Nanopartikel können nach dem 
gleichen Prinzip mit dem Programm MiePlot durchgeführt werden. Nach einem Ansatz von 
Link et al. lassen sich die dafür erforderlichen dielektrischen Funktionen entsprechend der 
jeweiligen Materialzusammensetzung aus den Funktionen der einzelnen Legierungselemente 
Gold und Silber näherungsweise wie folgt ableiten [Link 1999]: 
 AgAu xxx εεε +−= )1()(  , (A.2) 
wobei x der Volumenanteil von Silber ist. Vereinzelte Messwertangaben für verschiedene 
Legierungszusammensetzungen finden sich auch in den Arbeit von Ripken et al. bzw. 
Gaudry et al. [Ripken 1971, Gaudry 2001]. 
Für stäbchenförmige Nanopartikel wurden die jeweiligen Extinktionskoeffizienten mit einem 
eigens angefertigten Programm nach einem Ansatz von Ni et al. berechnet [Ni 2008]. 
Ausgehend von der Gans-Theorie (siehe Kapitel 2.1.3.3) lassen sich Extinktionsquerschnitte 
bzw. Extinktionskoeffizienten für stäbchenförmige Strukturen näherungsweise mittels 
Dipolnäherung bestimmen. Tabelle A.5 gibt eine kleine Übersicht entsprechend berechneter 
Werte für Goldnanorods im wässrigen Medium mit herstellungsbedingten Rückständen von 
CTAB an der Nanopartikeloberfläche (n=1,4). Diese Werte stimmen nur bedingt mit den 
Angaben anderer Arbeitsgruppen [Orenddorff 2006] oder Anbieter [Nanopartz 2012] überein. 
Allerdings weisen die entsprechenden Literaturangaben auch untereinander deutliche 
Schwankungen auf, was sich teils auf unterschiedliche Berechnungsmethoden zurückführen 
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lässt oder auf unterschiedliche Annahmen zu Stoffparametern in den Berechnungen selbst, 
wie zum Beispiel zum Brechungsindex.  
 
Tabelle A.5: Berechnete Extinktionskoeffizienten für stäbchenförmige Goldnanopartikel im wässrigen 
Medium mit CTAB Rückständen auf der Partikeloberfläche (n=1,4) 
Nr AV b [nm] l [nm] λ2 [nm] λcalc [nm] εcalc [M-1cm-1] 
1 1,7 ± 0,2 37,2 ± 4,4 62,9 ± 5,7 593  574 1,69x1010
2 2,0 ± 0,2 36,3 ± 4,1 71,8 ± 5,8 640  597 2,68x1010
3 2,5 ± 0,4 10,8 ± 1,3 30,8 ± 3,7 678  678 2,98x109
4 3,0 ± 0,5 10,1 ± 1,0 32,7 ± 2,9 706  717 3,33x109
5 3,3 ± 0,4 10,1 ± 0,9 34,8 ± 2,6 724  739 3,73x109
6 3,7 ± 0,5 9,6 ± 0,8 34,5 ± 3,4 745  756 3,46x109
7 3,8 ± 0,5 9,8 ± 1,1 36,4 ± 2,5 844  768 3,87x109
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B Colorimetrischer Nachweis nanoskaliger Dendrimere  
B1  Berechnung des Stabilitätsverhältnis W(c) 
Für die im Kapitel 5.3 durchgeführten theoretischen Betrachtungen zur Agglomeration der 
Nanopartikel in Lösung wurde das in Abbildung B.1 skizzierte Modell zur Anlagerung der 
Poly(Propylene Imine)-Dendrimere an die Nanopartikeloberfläche zugrunde gelegt.  
NN
NN
NN
N
N N
N
N
N
N
N
N
N
NN
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
NN
N
N
N
N N
N
N
R
R
RR
NR
R
R
R
N R
R
N
R
R
N
R
R
NR
R
N
RR
N
R
R N
R
R
N
R
R
N R
R
N R
R
R
R
R
R
R
RR
R
N
N R
R
N R
R
R
R
N
R
RN
R
RRRRR
RR
R
R
NR
R
N
R
R
N
R
R
N
N
R
R
N
R
R
NN
NN
NN
N
N N
N
N
N
N
N
N
N
NN
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
NN
N
N
N
N N
N
N
R
R
RR
NR
R
R
R
N R
R
N
R
R
N
R
R
NR
R
N
RR
N
R
R N
R
R
N
R
R
N
R
R
N R
R
R
RR
R
R
RR
R
N
N R
R
N R
R
R
R
N
R
RN
R
RRRRR
RR
R
R
NR
R
N
R
R
N
R
R
N
N
R
R
N
R
R
NN
NN
NN
N
N N
N
N
N
N
N
N
N
NN
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
NN
N
N
N
N N
N
N
R
R
RR
NR
R
R
R
N R
R
N
R
R
N
R
R
NR
R
N
RR
N
R
R N
R
R
N
R
R
N R
R
N R
R
R
R
R
R
R
RR
R
N
N R
R
N R
R
R
R
N
R
RN
R
RRRRR
RR
R
R
NR
R
N
R
R
N
R
R
N
N
R
R
N
R
R
NN
NN
NN
N
N N
N
N
N
N
N
N
N
NN
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
NN
N
N
N
N N
N
N
R
R
RR
NR
R
R
R
N R
R
N
R
R
N
R
R
NR
R
N
RR
N
R
R N
R
R
N
R
R
N
R
R
N R
R
R
RR
R
R
RR
R
N
N R
R
N R
R
R
R
N
R
RN
R
RRRRR
RR
R
R
NR
R
N
R
R
N
R
R
N
N
R
R
N
R
R
NN
NN
NN
N
N N
N
N
N
N
N
N
N
NN
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
NN
N
N
N
N N
N
N
R
R
RR
NR
R
R
R
N R
R
N
R
R
N
R
R
NR
R
N
RR
N
R
R N
R
R
N
R
R
N R
R
N R
R
R
R
R
R
R
RR
R
N
N R
R
N R
R
R
R
N
R
RN
R
RRRRR
RR
R
R
NR
R
N
R
R
N
R
R
N
N
R
R
N
R
R
NN
NN
NN
N
N N
N
N
N
N
N
N
N
NN
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
NN
N
N
N
N N
N
N
R
R
RR
NR
R
R
R
N R
R
N
R
R
N
R
R
NR
R
N
RR
N
R
R N
R
R
N
R
R
N
R
R
N R
R
R
RR
R
R
RR
R
N
N R
R
N R
R
R
R
N
R
RN
R
RRRRR
RR
R
R
NR
R
N
R
R
N
R
R
N
N
R
R
N
R
R
D
2R
a  
 
 
 
 
 
Abbildung B.1: Dendrimer beschichteter Nanopartikelkomplex. 
In Abhängigkeit vom Teilchendurchmesser (2R) und der Größe des jeweiligen Dendrimers 
(D) lässt sich für den effektiven Partikelradius (a) eines beschichteten Nanopartikels angeben: 
 DRa +=  . (B.1) 
Unter Annahme einer gegebenen Dendrimerkonzentration in Lösung (cDen), von der nur eine 
bestimmte Verteilung α mit 0 < α < 1 an der Oberfläche der Nanopartikel mit einer 
Konzentration cNP anbindet, ergibt sich:  
 
R
DcRDR
V
N
V
Nc
Den
NP
NP
Dentot
NP
tot
Den
Den
3
3
))((4 33 ⋅Ω
Ω⋅≈Ω⋅
−+⋅=⋅=⋅ παα  . (B.2) 
NNP bzw. NDen kennzeichnen die Anzahl der Nanopartikel bzw. der Dendrimere in der Lösung 
(Vtot). ΩNP bzw. ΩDen entsprechen dem Volumen des einzelnen Nanopartikels bzw. eines 
Dendrimers.  
Unter Einführung einer Dendrimerkonzentration c* bei der die Nanopartikeloberfläche 
komplett mit Dendrimeren belegt ist, ergibt sich für den effektiven Partikelradius: 
 
R
Dcc
Den
NPNP 3* ⋅Ω
Ω⋅= α  (B.3) →   )1( *c
c
R
DRa Den⋅+⋅=  (B.4) 
In Folge der Belegung der Nanopartikeloberfläche mit Dendrimeren kommt es zu einer 
Änderung der effektiven Partikelladung ( ). In Abhängigkeit von der ursprünglich 
negativen Ladung der Nanopartikeloberfläche ( ) und der Ladung der Dendrimerhülle 
( ) ergibt sich somit: 
totQ
NPQ
DenQ
 DenNPtot QQQ +=   , (B.5) 
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  , (B.6) 24 RQ NPNP πσ ⋅=
 
NP
Den
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Den
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Den
NPDenDen c
cRQdRQ Ω
Ω⋅⋅⋅⋅=⋅= ασ
ρπρ
3
4 2  , (B.7) 
 )1()
3
1( *c
cQ
c
cRQQ DenNP
NP
Den
NP
Den
NP
Den
NPtot ⋅−⋅=Ω
Ω⋅⋅⋅+⋅= ησ
ρα  . (B.8) 
Die aufgrund freier Aminogruppen an der Dendrimeroberfläche positive Ladungsdichte von 
PPI-Dendrimeren (ρDen) bezogen auf die negative Oberflächenladungsdichte (σNP) eines 
Nanopartikels liefert den Wert (η), mit dessen Hilfe Aussagen zur Struktur des jeweiligen 
Dendrimers abgeleitet werden sollen (open shell bzw. dense shell): 
 NPDenD σρη /−=  . (B.9) 
Die Oberflächenladungsdichte eines Nanopartikels ergibt sich nach Dörfler [Dörfler 2002] für 
große Debye-Abschirmlängen κ-1 (mit κa < 5) aus dem Potential an der Oberfläche der 
Nanopartikel (ψ0) ohne die Zugabe von Dendrimeren für den Fall (a = R):  
 
)1(0 aa
Q tot
κπεψ +⋅=  . (B.10) 
Durch Einsetzen und Umstellen in Gleichung B.5 bzw. B.6 folgt: 
 
( )
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c
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aa
Den
NP ηπ
κπεψσ  . (B.11) 
Die inverse Debye-Länge ist gegeben durch )(288.3 1−= nmIκ mit einer Ionenstärke von 
∑= 221 ii zcI , wobei ci der Konzentration der Ionen i (in M) mit einer Ladung ezi ⋅  
entspricht. Für die nachfolgenden Betrachtungen soll κa = 0,1 angenommen werden.  
Eine Zusammenfassung wesentlicher Parameter für die Berechnung zum Stabilitätsverhältnis 
(W(c)) zeigt Tabelle B.1.  
 WBvdWelectot VVVV ++=  (B.13) 
 ∫∞==
a
tot
s
f
r
drkTrVaR
RW
2
2)/)(exp(2   (B.14) 
Tabelle B.1: Wesentliche Parameter und Größen zur Bestimmung des Stabilitätsverhältnisses W(c) 
Nanopartikelradius [R] 10 nm Oberflächenpotential [ψ0] 120 mV 
∅ PPI-Dendrimer [D] 3 nm Oberfl.ladungsdichte [σNP] 2,1x10-3 As/m2
Hamakerkonstate [A] 2,5x10-19 J Abklinglänge WB [h] 0,2 nm 
Permeabilität [ε] 7,08x10-10 As/Vm Energie WB [EWB]  3,6x10-20 Ws 
Oberflächendichte [νWB] 4x1018 m-2   
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B2  Vergleich der Agglomerationsformen (1d vs 2d) 
Für die Betrachtungen bezüglich bevorzugter Partikelagglomerationsformen (siehe Kapitel 5.3) wurde 
die nachfolgende Beziehung zugrunde gelegt:  
 ∑ ∑
= ≠=
⋅−+−=+=
N
i
N
ij ij
ij
B
NN
NNCoulomb
NN
Aggl
r
r
n
V
VV
V
V
1 )(1
)exp(
2
1 κω  . (B.15) 
Hierbei bezeichnen nB die Anzahl nächster Nachbarn zwischen den einzelnen Nanopartikeln 
einer Aggregatstruktur, ω einen dimensionslosen Vorfaktor der Coulombabstoßung und κ die 
dimensionslose Debye-Hückel Abschirmungslänge.  
Am Beispiel n=4 im hexagonalen Gitter zeigt Tabelle B.2 einen kurzen Überblick zur Berechnung der 
totalen Energie einer kettenartigen bzw. dicht gepackten Anordnung von Nanopartikeln.  
 
Tabelle B.2: Berechnung der totalen Wechselwirkungsenergie für den Fall n=4 im hexagonalen Gitter 
Kettenstruktur (1d) dicht gepackte Agglomerate (2d) 
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Eine Zusammenstellung wesentlicher Ergebnisse zur Berechnung der totalen Wechselwirkungsenergie 
für unterschiedliche Agglomeratgrößen (2 < n < 15) und –formen (1d vs 2d) im hexagonalen Gitter 
wurde in Abbildung B.2 dargestellt.  
 
Abbildung B.2: Gegenüberstellung der totalen Wechselwirkungsenergien für die Bildung von Ketten und 
dicht gepackten Agglomeraten in Abhängigkeit von der Anzahl beteiligter Nanopartikel (n) und dem 
Energieverhältnis (ω ) im hexagonalen Gitter. 
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C Detektion von Viren  
C1  Charakterisierung des Virusprobenmaterials 
Die Abbildung C.1 zeigt eine charakteristische Darstellung der Ergebnisse des Dot-Blots mit 
dem BCV-Spike-Protein Antikörper der Firma LifeSpan Bioscience in Wechselwirkung mit 
dem Probenmaterial des Rinder-Coronavirus.  
 
Abbildung C.1: Dot-Blot Assay zum Nachweis der Wechselwirkung des BCV-Spike Protein-Antikörpers 
mit Virusprobenmaterial des Rinder-Coronavirus (BCV). 
 
Wie anhand der Abbildung C.1 zu erkennen ist, war es mit dem BCV-Spike Protein-
Antikörper nicht möglich ein spezifisches Signal von der Virusprobe zu bestimmen. Die 
flächige Ausbreitung deutet auf mögliche Kreuzreaktionen des Antikörpers hin, bspw. mit 
Bestandteilen des Mediums.  
Die Ergebnisse zur Bestimmung der Größenverteilung des bereitgestellten BCV- 
Probenmaterials wurden in der Abbildung C.2 zusammengefasst. 
 
 
(a) (b) 
Abbildung C.2: Ergebnisse zur Bestimmung der Größenverteilung des bereitgestellten Probenmaterials 
zum Rinder-Coronavirus, (a) dynamische Lichtstreuung (DLS); (b) Gelelektrophorese. 
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Diese Ergebnisse der dynamischen Lichtstreuung und der Gelektrophorese deuten auf 
verschiedene Fraktionen unterschiedlicher Größe im Probenmaterial hin. So belegen die 
Daten der dynamischen Lichtstreuung neben einer Fraktion von Partikeln im Bereich kleiner 
Ø160 nm eine weitere Gruppe mit Abmessungen im Bereich von 200 nm bis 800 nm 
(Abbildung C.2 a). Für diese Fraktion konnte mit Hilfe von Dot-Blot-Messungen keine 
immunologische Aktivität mit dem BCV-Antikörper nachgewiesen werden, so dass 
anzunehmen ist, dass es sich dabei nicht um Virusmaterial handelt. Für nachfolgende 
Untersuchungen wurde diese Fraktion durch Filtration (Porengröße 0,22 µm) aus der Lösung 
entfernt. Aber auch innerhalb des vermeintlichen Virusmaterials konnte eine gewisse 
Größenverteilung festgestellt werden. Dies geht zum einen bereits aus den Ergebnissen der 
DLS-Messungen und der breiten Bande im Bereich von 50 nm bis 160 nm hervor und zum 
anderen aus der Auftrennung der Probe mittels Gelektrophorese mit anschließender 
Immunodetektion. Meist waren bei diesen Untersuchungen mehrere mitunter stark 
verschmierte immunologisch aktive Banden bei unterschiedlichen Molekulargewichten 
nachzuweisen (siehe Abbildung C.2 b). Insofern ist davon auszugehen, dass neben den 
eigentlichen Virionen (Viruspartikeln) noch eine Reihe von Bruchstücken oder Fragmenten in 
der Lösung vorkamen. Diese Bestandteile konnten nicht von der Probe abgetrennt werden.  
Die Konzentrationsbestimmung des BC-Virusmaterials erfolgte nach einem Ansatz von 
Brussaard et al.  mittels Durchflusszytometrie [Brussaard 2000]. Dazu wurden die Proben vor 
der Messung mit SYBR Green I markiert (10 min bei 80°C) und in TE-Puffer (pH 8) verdünnt 
[Marie 1999]. Die Abbildung C.3 liefert einen kurzen Überblick zu charakteristischen 
Messkurven des Referenzmaterials (TE-Puffer und Virusmedium) im Vergleich zum 
eigentlichen Virusprobenmaterial (BCV).  
 
 
(b) (a) (c) 
Abbildung C.3: Zusammenstellung typischer Messkurven der Durchflusszytometrie für (a) TE-Puffer; 
(b) Virusmedium; (c) BC-Virusmaterial. 
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Aus dieser Gegenüberstellung in Abbildung C.3 geht hervor, dass sich das zu messende 
Maximum der Signalintensität mit zunehmender Größe vermeintlicher Bestandteile bzw. 
Partikel in der Lösung zu größeren Werten der relativen Fluoreszenzintensität (FL1) 
verschiebt. Insofern ist anzunehmen, dass es sich bei den gemessenen Werten für die 
Virusprobe um charakteristische Signale handelt. Eine Unterscheidung zwischen 
vollständigem Viruspartikel (Virion) oder Fragment ist an dieser Stelle nicht möglich. Zur 
besseren Unterscheidung wurden die einzelnen Bereiche, in denen ein solches Maximum 
auftrat, durch die Gates RN3 bis RN5 markiert. Eine Zusammenstellung verschiedener 
Messergebnisse für unterschiedliche Proben zeigt die Tabelle C.1.  
 
Tabelle C.1: Messergebnisse der Durchflusszytometrie des BC-Virusmaterials 
Name RN3 [counts/ml] RN4 [counts/ml] RN5 [counts/ml]
TE-Puffer 3464530 390220 7290
Virus-Medium (mit SYBR Green) 2764455 4937770 347745
Virusprobe 0 (ohne SYBR Green) 1679520 5389040 938675
Virusprobe 1  156570 3243515 6044235
Virusprobe 2  198860 4072010 5906310
 
Die Konzentrationsberechnung der Virusproben erfolgte anschließend in Anlehnung an den 
Messwert für RN5. Unter der Annahme, dass jeder Zählwert (counts/ml) genau einem 
Virusteilchen entspricht, ergibt sich somit für die Konzentration der Viruspartikel in Lösung 
ein Wert von 9,4·10-15 mol/l bzw. unter Anbetracht der Verdünnung der Messlösungen 
(1:10000) eine Konzentration von 9,4·10-2 nM für die unverdünnte Viruslösung (aufgereinigte 
Stammlösung). Für die Ermittlung des Fehlers wurde der Blindwert der Virusprobe ohne 
SYBR Green I Markierung verwendet (Virusprobe 0). Es ist aber anzunehmen, dass der 
eigentliche Fehler dieses Konzentrationswertes noch höher liegt da bei diesen 
Untersuchungen eine Unterscheidung zwischen vollständigem Viruspartikel (Virion) oder 
einzelnen Fragmenten nicht möglich war. Ferner steht dieser berechnete Konzentrationswert 
lediglich indirekt in Bezug zur Aktivität des Probenmaterials. Dies gilt es bei den 
Untersuchungen zur Wechselwirkung der Goldnanopartikel mit dem Virusprobenmaterial zu 
berücksichtigen.  
 
C2  Anleitung zum Aufbau eines heterogenen Assays (Dot-Blot) 
Als Trägermaterial wurde eine PVDF-Membran der Firma Amersham Biosciences verwendet. 
Diese wurde nach einem Equilibrierungsschritt in Methanol mit anschließend wiederholten 
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Waschschritten in TBST-Puffer mit zweimal 3µl des nachzuweisenden Probenmaterials auf 
der gleichen Stelle inkubiert und anschließend über Nacht getrocknet. Vor der Detektion 
wurde die Membran zunächst erneut mit Methanol equilibriert, wiederholt gewaschen und 
anschließend mit einer 5%igen Magermilchpulverlösung in TBST-Puffer blockiert. Da es bei 
der Verwendung von Magermilchpulver in Kombination mit Goldnanopartikeln mitunter zu 
unerwünschten Wechselwirkungen kommen kann, wurde der Blockierungsschritt für den 
Nachweis mit funktionalisierten Goldnanopartikeln anstelle von Magermilch mit einer 
1%igen PVA-Lösung durchgeführt. Anschließend erfolgte der Detektionsschritt, das heißt im 
Falle des original Dot-Blot-Ansatzes zunächst durch die Zugabe des primären Antikörpers, 
der durch den Kooperationspartner bereitgestellt wurde und im darauffolgenden Schritt durch 
die Verwendung eines sekundären Anti-mouse IgG Antikörpers, der, wie bereits erwähnt, 
Chemolumineszenz induziert (Anti-mouse IgG hrp der Firma GE-Healtcare). Abschließend 
wurde die Membran noch einmal mit TBST-Puffer gespült, um ungebundene Antikörper aus 
dem System zu entfernen. Zur Visualisierung der Ergebnisse wurde die Probenmembran auf 
einen Röntgenfilm übertragen. Die Belichtungsdauer für optimale Ergebnisse betrug im 
Durchschnitt zwischen 5 bis 15 Minuten.  
Etwas anders gestaltete sich der Nachweis unter Verwendung der funktionalisierten 
Goldnanopartikel. In diesem Fall waren die Ergebnisse bereits nach dem Inkubationsschritt 
mit den Nanoteilchen deutlich sichtbar. Das heißt, die weiteren Arbeitsschritte wie die 
Erkennung mit einem sekundären Antikörper und die Visualisierung der Ergebnisse mittels 
Röntgenfilm entfallen bei diesem Verfahren.  
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D Einfluss der Teilchengröße auf die Signalbildung 
colorimetrischer Sensoren 
D1  Berechnungen zur Partikelagglomeration  
Die theoretischen Berechnungen zur Partikelagglomeration in Abhängigkeit von der Größe 
der verwendeten Nanopartikel und des Analyten sowie deren Konzentrationen erfolgen auf 
der Grundlage des Lambert-Beerschen-Gesetzes. In Anlehnung an die Betrachtungen zur 
quasistatischen Näherung [Link 1999] für sehr kleine Nanopartikel lässt sich der molare 
Extinktionskoeffizient der Nanopartikel (εNP) (siehe Anhang A, Tabelle A.4) nach der 
Teilchengröße der Nanopartikel und einem Restterm des Extinktionskoeffizienten (s(λ,l)) 
auflösen.  
 dcOD NPNP ⋅⋅= ε  (D.1) 
  (D.2) ),( 1
3 lsDcOD NPNP λ⋅⋅=
Die optische Dichte einer kolloidalen Nanopartikellösung nach der Zugabe des Analyten und 
erfolgter Partikelagglomeration kann analog dazu in Abhängigkeit von der Konzentration der 
aggregierten Nanopartikel (cAgg), der Teilchengröße der sich bildenden Agglomerate (DAgg) 
und dem entsprechenden Term des Extinktionskoeffizienten (s(λ2,l))  angegeben werden.  
  (D.3) ),( 2
3
2 lsDcOD AggAgg λ⋅⋅=
Ausgehend von einer spektralen Verschiebung dieses Signals gegenüber der Ausgangslage 
(λ1 < λ2) und der Beziehung 7.2 (OD1=OD2) lassen sich einzelne Größen der colorimetrischen 
Nachweisreaktion berechnen. Die dabei bei der Partikelagglomeration zugrunde gelegten 
Modelle und Ergebnisse wurden bereits im Wesentlichen in Abschnitt 7.3 diskutiert. Die 
nachfolgenden Ausführungen zeigen die Herleitungen einzelner Überlegungen und 
Berechnungen.  
 
DA « DNP (Dimerbildung) 
Durch die Zugabe von Analytteilchen (NA bzw. cA) zur einer kolloidalen Lösung mit einer 
gegebenen Anzahl Sensorteilchen (NNP bzw. cNP) kommt es in Folge der Wechselwirkung der 
Sensorteilchen mit dem Analyten zu Änderungen der Konzentration der Nanopartikel in 
Lösung (NNP - NA·z). In Abhängigkeit von der Konzentration des Analyten können sowohl 
aggregierte Nanopartikel (cAgg) als auch nicht aggregierte, an der Reaktion unbeteiligte 
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Nanopartikel in Lösung vorliegen (c1). Im Fall der Dimerbildung (z = 2) gilt für die 
entsprechenden Konzentrationen:  
21 cccNP +=   (D.4),  Aggcc ⋅= 22   (D.5),  AAgg cc =   (D.6) 
Die Teilchengröße der gebildeten Dimeragglomerate soll zur Vereinfachung als Kugelform 
angenommen werden.  
 NPAAgg DDD 2+=   (D.7) 
Für die optische Dichte der einzelnen Nanopartikelzustände in der Lösung, sowohl 
aggregierte als auch nicht aggregierte Nanopartikel, gilt somit näherungsweise:  
  , (D.8) )()2/()()2()( 2
33
2
3
2
3
2 λλλ sDDDcsDDcsDcOD NPANPANPAAAggA ⋅+⋅⋅=⋅+⋅=⋅⋅=
  ( ) )(2)( 131311 λλ sDccsDcOD NPANPNP ⋅−=⋅⋅=  . (D.9) 
Die Auflösung nach Beziehung 7.2 und das Umstellen nach cA/cNP liefert für den Fall der 
Dimerbildung den Ausdruck: 
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DA « DNP (Clusterbildung) 
Alternativ zum Modell der Dimerbildung kann bei deutlich kleineren Analyten, die 
Agglomeration auch über die Zusammenlagerung mehrerer (n) Nanopartikel und der 
Anbindung mehrerer Analytteilchen auf der Nanopartikeloberfläche erfolgen (Monolage). 
Insofern errechnet sich der Teilchendurchmesser der aggregierten Nanopartikel gegenüber 
Gleichung (D.7) über:  
 )2( ANPAgg DDnD +=  (D.11) 
Die Anzahl der Nanopartikel pro Cluster (NNP-C) lässt sich unter Annahme einer Kugelbildung 
bei der Partikelagglomeration bestimmen.  
 )1(
)1( 33 Pn
V
PVN
NP
C
CNP −⋅=−⋅=−  (D.12) 
Für die Porosität (P) der Kugelpackung soll der Wert 2/1≈P  angenommen werden.  
Daraus ergibt sich für die Zahl der Analytteilchen auf einem Nanopartikel (NA-NP) bzw. die 
Anzahl der Analytteilchen in einem gesamten Cluster (NA-C):  
 
2
2
2
)1(4
4/
)1(
⎟⎟⎠
⎞
⎜⎜⎝
⎛⋅−=−⋅=−
A
NP
A
NP
NPA D
DP
D
PDN π
π  , (D.13) 
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 23 )()1)(1(4
A
NP
NPACNPCA D
DPPnNNN ⋅−−⋅=⋅= −−−  . (D.14) 
Im Fall der Clusterbildung gilt für die Konzentration der Nanopartikelagglomerate in Lösung: 
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Ausgehend von diesen Betrachtungen kann die optische Dichte der aggregierten Nanopartikel 
und der verbleibenden nicht agglomerierten Nanopartikel in Lösung wie folgt angeben 
werden:  
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Die Auflösung nach Beziehung 7.2 und das Umstellen nach cA/cNP liefert für den Fall der 
Clusterbildung (DA « DNP) den Ausdruck: 
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DA » DNP (Oberflächenagglomeration) 
Bei der Oberflächen gebundenen Agglomeration wird angenommen, dass die Sensorteilchen 
Aggregate (Dimere) auf der Kugeloberfläche der größeren Analytteilchen bilden. Für die 
Maximalzahl der verfügbaren Plätze auf der Oberfläche des Analyten gilt näherungs-
weise . In Folge der Aggregation, reduziert sich die Zahl der möglichen Plätze 
um einen Faktor (p), wobei dieser Faktor Werte zwischen 0,2-0,5 annehmen kann. Das heißt, 
für die maximale Konzentration aggregierter Nanopartikel, gebunden auf dem Analyten gilt: 
2)/2( NPA DD
  (D.16) 2)/(4 NPAAAgg DDpcc ⋅⋅=
Für die optische Dichte der Oberflächen gebundenen Dimeraggregate als auch der in der 
Lösung verbleibenden, nicht an der Reaktion beteiligten Nanopartikel gilt dann 
näherungsweise:  
 ( )2232 )/()(32 NPANPA DDspDcOD ⋅⋅⋅= λ  , (D.17) 
  . (D.18) )()())/(4( 1
32
1 λsDDDpccOD NPNPAANP ⋅⋅−=
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Die Auflösung nach Beziehung 7.2 und das Umstellen nach cA/cNP liefert daraufhin den 
Ausdruck: 
 
))1),(/),(8()/(4(
1
12
2 +⋅= lslsDDpc
c
NPANP
A
λλ  . (D.19) 
 
Abbildung D.1: Berechnete Farbumschlagsbereiche für Goldnanopartikel unterschiedlicher Größe in 
Abhängigkeit von der Größe des Analyten für den Dimerfall im Bereich (DA « DNP). 
 
D2  Berechnungen zum cNP-DNP Monogramm (DA < DNP)  
Ausgehend von den Betrachtungen zur Clusterbildung in Abschnitt D1 können Aussagen zur 
optimalen Nanopartikelkonzentration für einen colorimetrischen Nachweis im Bereich 
DA < DNP abgeleitet werden. Die entsprechenden Ergebnisse dieser Berechnungen wurden in 
Abbildung 7.5 dargestellt. Zur Ableitung des cNP – DNP Monogramms (DA < DNP) für den Fall 
der Clusterbildung liegen folgende Überlegungen zugrunde:  
 
- Optische Dichte : 1OD
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- Optische Dichte : 2OD
      (D.22)  (D.15) für  einsetzen )()( 3
33
3
3
2 λλ sDncsDcOD NPAggAggAgg == → Aggc
 127
D Einfluss der Teilchengröße auf die Signalbildung colorimetrischer Sensoren 
 )()( 3
2
3
2
3
2 λλ sDDcsD
DDcOD ANPA
NP
A
NPA =⎟⎟⎠
⎞
⎜⎜⎝
⎛=  (D.23) 
( ) 2
2
3
23
2
3
2
3
)(8)(2/
A
NP
Dimer
NPA
A
NP
NPA
Dimer
NPA
Cluster
NPA
D
D
OD
Dc
D
DDD
OD
Dc
OD
Dc ⋅⋅⎟⎟⎠
⎞
⎜⎜⎝
⎛≈⋅+⋅⎟⎟⎠
⎞
⎜⎜⎝
⎛=⎟⎟⎠
⎞
⎜⎜⎝
⎛
     (D.24) 
 
- Nachweis des Analyten ( ) :   (D.25) min/ ANP DD 1)( 322 ≥= λsDDcOD ANPA
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- Minimal notwendige Nanopartikelkonzentration :  u.  minNPc 1)( 11 ≥cOD 1)( 22 ≥cOD
  (D.27); 
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- Oberer Grenzwert für :   mit (D.4) u. (D.16) maxNPc
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- Messfenster : NPcΔ min,max, NPNPNP ccc −=Δ  (D.31) 
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- Achtung: 
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